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Ac acetyl LC-MS liquid chromatography/mass spectra
ADP adenosine diphosphate Leu leucine
AIBN azobisisobutyronitrile LPS lipopolysaccharide
Ala alanine Lys lysine
AML acute myelogenous leukemia MAP3K mitogen-activated kinase kinase kinase
AMP adenosine monophosphate Me methyl
AP-1 activation protein-1 Met methionine
Ar aryl MKK mitogen-activated kinase kinase
Arg arginine NBS N -bromosuccinimide
Asp asparatic acid NEMO NF-κB essential modulator
ATP adenosine triphosphate NF-κB nuclear factor-κB
Cys cysteine NMR nuclear magnetic resonance
DCM dichloromethane ODS octadecylsilyl
DIPEA N ,N -diisopropylethylamine P(o-Tol)3 tri(o-tolyl)phosphine
DMA N ,N -dimethyl acetamide Ph phenyl
DMF N ,N -dimethylformamide PHC personalised healthcare





dppf 1,1'-bis(diphenylphosphino)ferrocene PPI protein-protein interaction
DTT dithiothreitol ppm parts per million
ESI electrospray ionization Pro proline
Et ethyl QOL quality of life
FaSSIF Fasted state simulated intestinal fluid RANKL
Receptor activator of nuclear factor
kappa-B ligand
FDA Food and Drug Administration SBDD structure based drug design












HRMS high resolution mass spectra TCEP tris(2-carboxyethyl)phosphine
HTS high throughput screening TGF-β transforming growth factor-β
IC50 half maximal inhibitory concentration THF tetrahydrofuran
IKK IκB kinase Thr threonine
IL-1 interleukin-1 TLC thin-layer chromatography
IlK Integrin-linked kinase TMS tetramethylsilane
i-Pr isopropyl TNF-α tumor necrosis factor-α
JAK Janus kinase Ts tosyl
JNK c-jun N-terminal kinase Tyr tyrosine






































れるものの１つに kinase がある。現在、518 種類の kinase が存在すると言われており、そ
れぞれが、細胞内のシグナル伝達に重要な役割を担っていると考えられている。その方法は







 １－４項で詳述するが、一般に kinase 阻害剤はその阻害様式によって以下の 3 つの class
に分類される。①Type I 阻害剤: 活性型 kinase の ATP 結合部位に結合し、ATP と競合す
る化合物②Type II 阻害剤: 不活性型 kinase の ATP 結合部位および activation loop の先端
に存在する構造変化を起こしやすい DFG（Asp-Phe-Gly） motif が外に開くことで新たに生じ
る結合部位と相互作用する化合物③Type III 阻害剤: ATP 結合部位から離れた場所に結合す
る allosteric 型の阻害剤である。 
Kinase 阻害剤を開発する上で最も重要な点は標的に対する選択性の獲得である。Type I
阻害剤は活性型 kinase に結合する、すなわち ATP binding site で hinge region と水素結
合している。この ATP binding site にあるアミノ酸は多くの kinase で保存されており、一
般的に Type I 阻害剤で kinase 選択性を獲得することは難しいとされている。一方で、Type 
II 阻害剤は kinase の activation loop を動かし DFG-out conformation を誘起する。それに
より新たに生じる疎水性の pocket に存在するアミノ酸は保存性が低いため、この領域に上
手くフィットする Type II 阻害剤は高い選択性を獲得できると考えられている。注 
 




また、Type III 阻害剤は allosteric な部位に結合するために標的の kinase に特有の
binding site を利用できることから高い選択性が期待できる。また近年、Type I と Type II
阻害剤の間にあるような阻害形式が報告されている。DFG-in conformation で ATP binding 
site に結合し、kinase の c-helix の部分を動かし結合する type である。これらの阻害形式
のものは c-helix-out conformation（αc-helix-out conformation）と呼ばれている。その構
造の優位性はまだ議論中であるが、FDA に承認された c-helix-out conformation で結合す
る阻害剤はいずれも選択性が高いものである。一方で、これまで開発されてきた多くの
kinase 阻害剤は Type I 阻害剤である。それは、Type I 阻害剤は active な kinase に対する




手法であると考えられる。今回 TAK1（Transforming growth factor-β activated kinase 1）
という、炎症、免疫のシグナルにおいて重要な役割を果たしている Ser/Thr kinase を例に
とり、①Type I、Type II および Type III 阻害剤の hit 化合物を取得するための library デ
ザイン、②得られた Type I hit 化合物から SBDD の手法を用いて高活性、高選択的なリー
ド化合物へと導く手法、③Hit 取得が比較的容易である Type I 化合物から Type II および
c-helix-out 化合物へと変換する手法の開発を行った。TAK1 は炎症、免疫のシグナルにお
いて重要な役割を果たしているSer/Thr kinaseである。これらの手法はTAK1のみならず、




















体に作用する。②分子量約 15 万の大きなタンパク質であるため、PPI 阻害が可能であり、標的に
対する選択性は一般的に高い。③経口投与はできず、注射や点滴により投与されるといった点が
あげられる。 
 低分子医薬品で最初の分子標的薬は Novartis 社が開発した Bcr-Abl kinase を標的とする
imatinib（Gleevec®）2 である(Figure 1-1)。この化合物は慢性骨髄性白血病において優先審査
対象品目として米国では 2001 年に承認された。慢性骨髄性白血病では第 9 染色体と第 22 染色
体が相互転座して Bcr 遺伝子と Abl 遺伝子が融合し、フィラデルフィア染色体ができる。このフィ
ラデルフィア染色体が恒常的に活性化された tyrosine kinase である Bcr-Abl を産生することで
異常な細胞増殖が起きてしまう。一方で正常細胞は Bcr-Abl kinase を発現しない。この特徴に着
目し、imatinib は Bcr-Abl kinase を標的とした薬剤として開発され、慢性骨髄性白血病の治療
体系を激変させた。これまでは死の病気と考えられていたが、多くの患者さんを寛解に導くことを可




Figure 1-1: Structure of imatinib.2 
 
１－３ Kinase 
 現在、518 種類の Kinase が存在すると言われており、3 それぞれが、細胞内のシグナル伝達の
重要な役割を担っていると考えられている。その方法は ATP のリン酸基を activation loop に存
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在する Ser, Thr, Tyr 残基の水酸基に転移させることでコンホメーションを変化させ、下流へとシグ
ナルを伝達するものである。ATP の kinase に対する結合様式を以下簡単に説明する(Figure 1-
2)。4 ATP は kinase の ATP 結合領域（ATP binding site）において kinase の N 末端側の N-
lobe および C 末端側の C-lobe と呼ばれる２つの部分をつなぐ hinge region と呼ばれる部分と核
酸塩基部位で 2 本の水素結合を形成している。また、ATP binding site において 1 番奥に位置
するアミノ酸残基の部分は gate keeper と呼ばれており、ATP binding site の立体構造に大きな
影響を与える。その近傍にある hydrophobic な pocket は back pocket と呼ばれている。また、
solvent region はその名の通り、kinaseが水分子と接している領域であるため、hydrophilicな領
域である。一方で、adenine 部位から solvent region までの間には空間的に余裕があり、その部
分は hydrophobic な領域である。また、activation loop の始めに位置する Asp-Phe-Gly の３つ
のアミノ酸からなる部分を DFG motif と呼び、DFG motif が閉じている構造(Phe が分子内側に
埋もれた conformation)を DFG-in conformation、外に開いている構造(Phe の側鎖が反転して
活性部位側に露出する conformation)を DFG-out conformation と呼ぶ。さらに、ATP 結合領
域近傍には c-helix と呼ばれる動き易いα-helix が存在する。この c-helix が動いた構造を c-
helix-out conformation と呼ぶ。 
 





の違いにより Ser/Thr kinase、Tyr kinase の２つに分類される。その名の通り、Ser/Thr kinase






っている。また、自己免疫疾患の領域においても kinase は魅力的な target となっている。例とし
て日本において 2013 年に承認された、Pfizer の経口リウマチ薬である Tofacitinib（XELJANZ®） 
(Figure 1-3)を挙げる。5 この薬剤は慢性疾患領域で初めて上市された kinase 阻害剤である。現
在、主流で使われている抗リウマチ薬は細胞外の炎症性サイトカイン（TNF, IL-6）を標的とする抗
体医薬品であるのに対して、細胞内の炎症の signal cascade に存在する JAK kinase を標的と
し、遮断することでリウマチの原因となる炎症反応を抑えている。 
 
Figure 1-3: Structure of Tofacitinib.5 
 
１－４ Kinase 阻害剤 
 一般に kinase 阻害剤はその阻害様式によって以下の 3 つの class に分類される(Figure 1-4)。
4, 6, 7①Type I 阻害剤：活性型 kinase の ATP 結合部位に結合し、ATP と競合する化合物②Type 
II 阻害剤：不活性型 kinase の ATP 結合部位および activation loop と呼ばれるリン酸化の有無
によって構造変化（DFG-out conformation）を起こす部位と相互作用する化合物③Type III 阻
害剤：ATP 結合部位から離れた場所に結合する allosteric 型の阻害剤である。また、不活性型
kinase は競合基質である ATP との親和性が低下しているため、生体内でその阻害は活性型
kinase よりも強力になると考えられている。しかし、現在開発されている化合物の多くは Type I 阻







Figure 1-4: kinase 阻害剤による 3 つの阻害様式。Type I (PDB code: 1M52、PD173955-Bｃｒ-Abl)、Type II 
(PDB code: 1IEP、STI571-Bcr-Abl)、Type III (PDB code: 1S9J、PD318088-MEK1) 
 
Kinase 阻害剤を開発する上で最も重要な点は標的に対する選択性の獲得である。上述した通
り、kinase は細胞内のシグナル伝達に重要な役割を果たしている。しかし、518 種類の kinase の
役割については、いまだに全てが解明されているわけではない。そのため、off target の kinase
の阻害は、時に予期していないような重篤な副作用を発現する場合がある。例えば、KIT (KIT 
proto-oncogene receptor tyrosine kinase) を阻害する と骨髄抑制、 KDR  (Vascular 
endothelial growth factor receptor kinase insert domain-contg. receptor)を阻害すると高血




Kinase 阻害剤の Type 別における kinase 選択性獲得の容易さは Type III > Type II > Type 
I の順であると考えられている。Type I 阻害剤は活性型 kinase に結合する、すなわち ATP 
binding site で hinge region と水素結合しており、この領域にあるアミノ酸は多くの kinase で保
存されているアミノ酸であるため、一般的に Type I 阻害剤で kinase 選択性を獲得することは難し
いと言われている。Type II 阻害剤は kinase に DFG-out conformation をとらせることで、新た
に生じる疎水性のpocketを利用する。このpocketを構成するアミノ酸は保存性が低いため、Type 
II 阻害剤は Type I 阻害剤と比較して、高い選択性を獲得できると考えられている。(近年、Type 
II 阻害剤であっても高い選択性を獲得することは難しいのではないかという報告 1 もあり、現在議
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論中である。)また、Type III 阻害剤は allosteric な部位に結合するために標的の kinase 特有の
binding site を利用できることから高い選択性が期待できる。 
 さらに近年、Type I と Type II 阻害剤の間にあるような阻害形式が報告されている。DFG-in 
conformation で ATP binding site に結合し、kinase の c-helix の部分を動かし結合する type
であり、この kinase の conformation 変化は c-helix-out conformation （α c-helix-out 
conformation）と呼ばれている。11-16 この阻害形式はまだ新しく、報告例も少ないため統計的な
kinase 選択性に関する調査はいまだ行われていない。しかし、これまで FDA に承認された c-
helix-out 阻害剤はいずれも高い選択性を有している 11, 16 ことから、この Type の kinase 阻害剤
は高い選択性を有する可能性が高いと考察している。 
以上述べてきたとおり、kinase 阻害剤には異なる Type の阻害剤が存在する。標的の kinase




１－５ SBDD（Structure based drug design）17 
 SBDD（Structure based drug design）とは、標的タンパク質の立体構造情報に基づいて、薬
剤設計を行う手法のことであり、その発展は活性の向上、off-target に対する選択性の獲得、物理
化学的なパラメーターの改善などといった様々な目的において化合物設計を論理的に行うことを
可能とした。標的タンパク質の立体構造情報は、①実験的に X-ray 結晶構造解析や NMR を用
いて得る、②あるいは、計算化学に基づいた分子modelingにより得ることが可能である。得られた
3 次元構造情報をもとに化合物を design し、それらと標的タンパク質との複合体を取得し、構造解
析を行うことで実際の結合状態の変化を確かめながら薬物の設計戦略を練るというサイクルを回す
ことを特徴としている。1990 年代以降、遺伝子組み換え技術やコンピュータ技術などの X-ray 結
晶構造解析を取り巻く技術の進展により SBDD は急速に定着し、現在の創薬研究においては欠
かせない方法の１つになっている。また、off target との選択性を獲得するための分子設計にも









利用して、計算による推定を行うことで、生体内 target に対して hit 化合物を効率的に探索、最適




パク質 A の hit 化合物となる確率が高いということになる。 
 
１－７ focused library19 
 多様性をもつことを目的にデザインされた化合物群(screening library)に対し、特定の目的に
デザインされた化合物群は focused library と呼ばれる。例えば、有望な創薬標的が多い kinase
やGPCRについては阻害剤や拮抗剤の獲得を目的に、理論的にデザインされた focused library
が数多く市販されている。また、hit 化合物の構造や標的分子に対する推定ファーマコフォアに基
づいて focused library をデザインすることは創薬研究の１手段となっている。focused library を
用いるメリットは screeningにかかるコストを削減できるということである。コストとは費用のみならず、
assay にかかる時間や労力という観点も含む。実際に HTS 化できる screening には限りがあり、
特に独自性があったり、生体内の条件を mimic するような assay 系で screening する必要がある
場合、throughput はどうしても落ちる方向に向かってしまうため、screening library の 100 万個
の化合物を assay するというのは現実的ではない。一方で、その数を数百～数千の単位に削減で
きれば screening の実現可能性が見えてくるため library size が小さい focused library を構築
することが重要となってくる。しかし、library size を小さくするといっても、単純に化合物を無作為
に取り上げるだけでは、大事な化合物を取りこぼす可能性がある。質の高い library を構築するに
は、library を使用する目的によって、化合物を選抜することが重要であり、特に hit を取得するた
めの標的指向型の focused library を構築する場合には前述した chemogenomics の概念が重
要となってくる。 
 
１－８ fragment based screening20 
 Hit 化合物取得のための１つの方法である。最初に target 分子に結合する低分子 fragment 
(分子量 300 以下程度のものが好ましい)を NMR、SPR あるいは X-ray 構造解析などを利用して
11 
 
探索・同定する。同定された fragment の target に対する結合は一般的に弱く、数十 μM～数
mM 程度である。一方で、 fragment size が小さいということは、 fragment screening は
conventional な drug size の化合物群からなる HTS screening よりも効率的に、少ない化合物
数で chemical space の探索を行うことができると言われている。21 さらに Hit 化合物の活性を上
げていく際には活性の増強とともに分子量が増加するという経験則が知られているが、fragment
化合物はもともと分子量が小さいため活性を上げても分子量がそれほど大きくならないので、経口
活性発現のための経験則である Lipinski の rule of five で提唱されている分子量<500 になる可
能性が高く、物性の面でも有利だと考えられている。 
 
１－９ Surface plasmon resonance (SPR)22, 23 

















１－１０ TAK1（Transforming growth factor-β activated kinase 1） 
TAK1 は炎症、免疫のシグナルにおいて重要な役割を果たしている Ser/Thr kinase である。
TAK1 は松本らにより TGF-β（transforming growth factor-β）によって活性化される MAP3K
12 
 
（mitogen-activated kinase kinase kinase）familyとして同定された。24しかし、現在ではTNF-
α、RANKL、IL-6、LPS などのサイトカインの regulator となると考えられている。25-27TAK1 は
N 末 domain で TAB1、C 末 domain で TAB2 あるいは TAB3 といった activator protein と複
合体を形成しており、その活性はリン酸化やユビキチン化といったもので制御されている。28-
30TAB1 は TAK1 の Thr187 の自己リン酸化に必要である一方、TAB2, TAB3 は K63 型ポリユ
ビキチン化を介して TAK1、TRAF6 と複合体を形成することでシグナル伝達に関与している。
TAK1 の下流の kinase には MKK（mitogen-activated kinase kinase）family (MKK3/4/6/7), 
p38, JNK(c-Jun N-terminal kinase), IKK( IκB kinase) family (IKKα, IKKβ, NEMO)とい
った kinase が存在しており、それらはストレス反応や免疫、ガンの重要な regulator である AP-
1(activation protein-1)や NF-κB(nuclear factor-κB)といった転写因子を活性化している。実
際、p38 や IKK はリウマチや気道炎症といった免疫疾患において魅力的な target であると考え
られている。31 また、それらの上流に位置する TAK1 の siRNA を自己免疫疾患の病態モデルに
投与することで薬理的効果を示した報告もある。32 そのため、TAK1 は免疫疾患やガンの領域に
おいて魅力的な target であると考えられる。 
 




１－１１ TAK1 阻害剤 
 既にいくつかの TAK1 阻害剤が報告されている。 33(5Z)-7-oxazeaenol (1-1)34, 35、や
Epoxyquinol B (1-2)36, 37は irreversible inhibitor として知られている天然物である。Micheal 
acceptor である 1-1 は TAK1 の ATP binding site に存在する Cys 側鎖のチオール基と共有結
合を形成する。そのため TAK1 阻害活性は強いが、TAK1 以外の kinase でも同じ位置に Cys を
持つものは多く存在するため、それらの kinase との選択性を獲得することは難しく、multi kinase 
inhibitor であることが知られている。一方で 1-2 は TAK1 阻害剤であることは知られているものの、
詳細はいまだ不明である。Thiophene carboxamide (1-3)38および Oxindole (1-4)39も TAK1 阻
害活性は強い（IC50 = 50, 46 nM）がその選択性の profile に関しては未だに報告がない。
Imidazopyridazine (1-5)40は TAK1 阻害活性は IC50 = 8.0 nM とかなり強いものであるが、その
kinase panel profile は TAK1 以外の 30 kinase のうち 10 kinase に関して IC50 <100 nM とな
っており、kinase 選択性が悪いことが推定できる。近年 OSI Pharmaceuticals から報告された 7-
aminofuro[2,3-c]pyridine (1-6)41, 42は高い TAK1 阻害活性(IC50 = 14 nM)と kinase 選択性を
有する。192 種類の kinase のうち TAK1 Ki 値の 15 倍の濃度で 50%以上の阻害を示したものは
4 kinase (FLT3, HGK, MAP4K5, MINK1)のみであった。しかし、上述した通り、FLT3 の阻害
は避けることが望ましいと考えており、FLT3 との選択性を獲得することが課題であると考察してい
る。これまで述べてきた化合物はいずれも TAK1 Type I 阻害剤であるが、近年 TAK1 の DFG-
out conformation に結合する Type II 阻害剤が２つの group から報告されている。Pfizer から
最初の Type II 阻害剤 (1-7)43 が報告され、X-ray 構造解析の結果 TAK1 の DFG-out 
conformation に結合していることを明らかとしている。しかし、初期研究のため TAK1 阻害活性と
選択性は十分なものではなかった。また最近 Gray らにより TAK1 IC50 =  4nM の Type II 阻害
剤が報告された。44しかし kinase 選択性は改善の余地があり、TAK1 以外の 27 kinase に対して






Figure 1-6: Structure of previously reported TAK1 inhibitors (1-1~8). 
 
１－１２ 本論文の概要 
第 1 章は序論であり、本論文の意義について背景情報を説明するものである。 
第 2 章においては、「kinase に対する Type I、Type II、Type III 阻害剤の hit 化合物を取得
するための library デザイン」に関して TAK1 を用い検証した結果について述べている。Kinase
阻害剤を開発する上で最も重要な点は標的に対する選択性の獲得である。序論でも述べた通り、
標的に対する選択性を獲得できる可能性は Type III>Type II>Type I 阻害剤の順とされている。
一方で、hit 取得の容易さはその逆であり、Type I>TypeII>TypeIII 阻害剤の順である。そこで
Type I hit の取得に関しては chemogenomics の手法を用いた focused library を用いることで、
選択性の高いType I hit化合物を取得することを指向した。その結果、高い選択性を有するType 
I hit 化合物を取得することに成功した。また、Type II hit 化合物の取得に関しては、Type I 化合
物と比較して hit 取得が困難と想定されるため、DFG-out conformation を誘起することが既に知
られていた aryl-urea、aryl-amide 骨格を有する代表的な Type II 阻害剤を screening すること
とした。研究開始当時は TAK1 の Type II 阻害剤の報告は無く、TAK1 が DFG-out 
conformation をとりうる kinase であるか不明であったため、TAK1 に DFG-out conformation
が存在するかどうかの確認を最初に行った。その結果 TAK1 と Type II 阻害剤の共結晶の X-ray
構造を取得することができ、TAK1 が DFG-out conformation をとりうることが確認できた。Type 




1HNMR 解析を行うことで Type III hit 化合物の同定に成功した。Fragment-based screening
を用いた理由は従来の HTS に用いる化合物よりも fragment が低分子量の分子種であるため、
chemical space の探索を効率的に、少ない化合物数で行うことが出来るという利点があるためで
ある。一方、fragment は従来の HTS library に含有される化合物群と比較して、低分子量である
ために標的との結合能が弱い。そのためより高感度な assay 系である Surface plasmon 
resonance (SPR)による screening 系を構築した。結果として、TAK1 に対し Type I、Type II、
Type III すべての場合において hit 化合物を取得することができた。これらの手法は TAK1 のみ
ならず、他の kinase においても適応できると考えている。 
第 3 章、「高活性、高選択的な TAK1 Type I 阻害剤の開発」においては 第 2 章で述べる hit
化合物から SBDD を用いた論理的な化合物設計を行うことで、Type I 阻害剤でありながら、高活




最も TAK1 阻害活性の高い化合物(IC50=2.3 nM)を見出すことに成功したが、その kinase 選択
性は十分なものではなかった。Kinase 選択性改善のために、X-ray 構造情報を基に 2 つの戦略
を立案し、実行した。1 つ目は TAK1 に特異的なアミノ酸の組み合わせである Ser111 と Asn114
を利用すること。2 つ目は多くの kinase で保存されている Tyr106 との相互作用を減弱させること
である。そのような意図で設計した化合物は予想通り、高い TAK1 阻害活性(IC50=11 nM)と
kinase 選択性を有しており、442 kinase に対して 1.0 μM で TAK1 以外に阻害を示したものは
3 つの kinase のみであった。さらに TAK1 との複合体の X-ray 構造情報から、デザインの妥当性
を確認することが出来た。以上のように、hit 化合物から SBDD を用い、TAK1 特異的なアミノ酸を
論理的に上手く利用することによって Type I 阻害剤でありながらも、高選択的な化合物を見出す
ことに成功した。この手法は他の Type I kinase 阻害剤の開発にも適応できるものと考えられる。 
第 4 章、「Type I 阻害剤から Type II および c-helix-out 阻害剤への変換手法の開発」におい
ては、TAK1 において第 3 章で述べる活性の高い Type I 阻害剤を用いて、新たな Type II ある
いは c-helix-out 阻害剤を SBDD を用いて創製する手法について論述している。Type I 阻害剤
は hit を取得するのは容易であるが、kinase 選択性を獲得することは難しい。一方 Type II ある
いは c-helix-out 阻害剤は hit を取得するのは難しいが、選択性を取得するのは比較的容易だと
16 
 
考えられているため、Type I 化合物を取得した後、SBDD を用い Type II あるいは c-helix-out
阻害剤へと変換するという手法を開発した。具体的には、Type I 化合物から Type II 化合物への
変換に関しては第 3 章で述べる Type I 阻害剤を scaffold とし、第 2 章で述べる multi kinase 
inhibitor である Type II 阻害剤を X-ray 構造情報から重ね合わせ、新たな chemical class の
Type II 阻害剤を design した。一方、c-helix-out 阻害剤への変換に関しては、同様に第 3 章で
述べる Type I 阻害剤を scaffold とし、b-Raf の c-helix-out 阻害剤を X-ray 構造情報から重ね
合わせ、c-helix-out 阻害剤へと誘導した。b-Raf の c-helix-out 阻害剤を用いた理由としては、b-
Raf と TAK1 は Sugen の kinase tree において非常に近い位置に位置しているため、これらの
kinase は似た性質を有していると考えたためである。実際にそれぞれの Type に関して design し
た化合物とTAK1との共結晶を取得することができ、X-ray構造解析を行った結果、いずれも望む
阻害形式で TAK1 と結合していることが分かった。特に、TAK1 の c-helix-out conformation に
関してはこれまで報告例が無く、世界で初めての報告となる。以上述べてきた手法は、ひとたび
Type I 阻害剤を得ることができれば、異なる type の阻害剤の評価を同時に進めることを可能とす
る。この手法は TAK1 のみならず、他の kinase に関しても有用なものであると考えている。 
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第 2 章 
Kinase に対する Type I、Type II、 
Type III 阻害剤の hit 化合物を 



















 TAK1 に対し Type I、Type II、Type III それぞれに応じた library デザインを行うこと
で、全ての Type の hit 化合物を取得することができた。本章においては、これらの経緯に
ついて述べている。なお、いずれの Type の hit 取得においてもリン酸化された TAK1 を用
いて screening した。 
 
２－２ SPR による TAK1 binding assay 系の確立 
 SPR による高感度な TAK1 binding assay 系の確立に向けた検討を実施し、系が機能す
ることを確認した。その結果について述べる。まず、SPR による assay 系を構築するため
にはセンサーチップ上にタンパクを固定化する必要がある。そのため、kinase で一般的に
用いられている方法を用い、文献既知法により調製した TAK1-TAB1 の fusion protein (42 
kDa)1に対し、市販の Sulfo-NHS-LC-Biotin(Figure 2-1, (a))を等量用い氷冷下 2 時間反応
させることで biotin 化した後、センサーチップ上の streptavidin との相互作用を利用し固
定化した。固定化した TAK1 の活性を調べるため ATP との結合の有無を確認したところ、
ATP 濃度依存的に結合 response は上昇し(Figure 2-1, (b), (c))、ATP の TAK1 に対する Kd









Figure 2-1: Structure of Sulfo-NHS-LC-Biotin and sensorgrams for the interaction between TAK1 and 
ATP. a) Structure of sulfo-NHS-LC-Biotin. b) The sensorgrams obtained for a series of injections at 
different concentrations of ATP are shown. The responses of each concentration are shown in duplicate. 
c) Binding isotherm of ATP to TAK1. Square boxes represent binding response of ATP at respective 
concentration. Theoretical curve calculated by steady state analysis assuming 1:1 binding, is shown as 
a line. d) Graph representation showing the responses when 10 µM ATP solutions were injected at six 
different timepoints after immobilization (0, 3, 6, 9, 12, 24 hr). 
 
また、その際、センサーチップ上に固定化できた TAK1 の量および TAK1 に結合した ATP
の量を実験的に求めることが可能である。その結果、44%のものが活性があると推定できた。
これは Fragment 程度の小さな分子の結合を検出するためには十分と考えられ、TAK1 と
の binding を高感度で検出できる系を構築することができた。具体的には、今回用いた SPR
装置における最大ノイズサイズは±1RU 程度であり、3 RU 程度のレスポンスがあれば結
合が十分に検出可能であると考えられる。分子量 550 である ATP の結合レスポンスサイズ
が 28 RU であることから、分子量 100 の低分子の結合（4.5 RU）が十分検出可能と考えら
れる。また、DTT(dithiothreitol)を 1 mM 含む running buffer を用いた条件で固定化され
た TAK1 の活性がどの位維持するかを確認したところ、少なくとも 24h は活性が維持して
いることを明らかにした(Figure 2-1 (d))。 
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さらに、上記のように観測された ATP と固定化された TAK1 との binding affinity が ATP 
binding pocket を利用しているものであるかを確認するために、TAK1 の covalent binder
として知られている(5Z)-7-oxozeaenol2 を用いた競合実験を行った。(5Z)-7-oxozeaenol は
TAK1 の ATP binding site に位置し、Cys174 と共有結合を形成することが知られている。
まず 100 nM の(5Z)-7-oxozeaenol をこの assay 系に injection し、結合 response を確認し
た。次いで(5Z)-7-oxozeaenol の injection を停止したが、その後も結合 response が維持さ
れていることを確認した。ここに ATP を添加したところ、ATP との結合 response が抑制
されることが分かった(Figure 2-2)。その結果から、ATP は TAK1 の ATP binding site に
結合しており、非特異的な結合で TAK1 と結合している訳ではないことが確認できた。以
上の結果から、センサーチップ上に固定化した TAK1 は ATP 結合活性を有しており、SRP
による高感度な TAK1 binding assay 系を確立できた。 
 
 
Figure 2-2: Suppression of ATP binding by 5Z-7-oxozeaenol. Binding sensorgram of ATP before the 
addition of 5Z-7-oxozeaenol is shown in left panel. The injection of 5Z-7-oxozeaenol and subsequent 
addition of ATP are shown in the right panel as indicated in the figure. The structure of 5Z-7-oxozeaenol 
is also shown as an inlet of sensorgram. 
 
２－３ TAK1 阻害剤獲得にむけた化合物 screening 
２－３－１ Type I 阻害剤 
選択性の高い Type I hit 化合物を効率よく取得するために、in house の化合物 library か
ら２つの異なる化合物セットからなる focused library を構築し、化合物 screening を行う
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こととした。その結果、高い選択性を有する Type I hit 化合物(2-1)を取得することに成功
した(Figure 2-3)。 
 
Figure 2-3: Screening flow of Type I inhibitors 
 
以下、それぞれの化合物セットについて説明する。1 つ目の化合物セットは TAK1 を構成す
るアミノ酸 sequence と類似している、あるいは特許情報からTAK1に対する cross-activity
が期待できる 6 つの kinase に対して阻害活性を有している in house の化合物群からなる。
2 つ目の化合物セットは KinomeScanTM panel assay3 注)において標的の kinase に対して高
い選択性を有している in-house の化合物群からなる（研究開始時には TAK1 はこの panel 
assay の中に含まれていなかった）。以上のような原理で選択した２つの化合物群からなる




注）KinomeScanTM panel assay の概略を説明する。まず、DNA タグが付加された
recombinant kinase と固定化された ligand を結合させる。その後、試験化合物を加え、競
合阻害を起こし、最終的に固定化された ligand に結合している recombinant kinase の量
を DNA タグを利用した qPCR 法にて定量化し試験化合物の阻害活性評価を行っている。
(DiscoverX 社 HP より引用、なお固定化された ligand の構造情報は非開示) 
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まず 1 つ目の化合物セットに関して詳細を述べる。Kinase 全体でのアミノ酸 sequence を
比較すると TAK1 と 50%以上一致する kinase は存在しなかった。そのため、文献情報 4を
参考に ATP binding pocket 近傍に位置する 39 残基のアミノ酸残基に着目したところ 92 種
類のkinaseが48-64%の割合で一致することが分かった。その中でROCK2、MAPKAPK2、
NEK2 の 3 つの kinase に対する阻害剤が in-house library に存在していたため、それらの
阻害剤の化合物群を選択した。加えて、特許で TAK1 と cross-activity があることが報告 5
されている c-Met、KDR、Flt3 の 3 つの kinase に対する阻害剤も同様に in-house の library
から選択した。以上の通り、まとめると 6 つの kinase に対する阻害剤を in-house の library
から選抜し、total 170 個の化合物群を１つめの化合物セットとした。2 つ目の化合物セッ
トについては in-house の化合物のうち 968 化合物の kinase 選択性データが利用できる状
況であったため、その中から KinomeScanTM panel assay において分子量が 300-460 の間
で、1 μM で 50%以上の結合阻害を示す kinase が 5 つ以下である 108 化合物からなるセッ
トを構築した。これら 2 つの化合物セットからなる focused library を用いることで効率的
な TAK1 の Type I hit 化合物を screening することが可能であると考えた。例えば、1 つ目
のセットからは高い確率で TAK1 Type I hit を取得できることが期待できる。また、2 つ目
の化合物セットからは 1 つ目のセットより hit 化合物を取得することは困難ではあるが、仮
に hit が得られた場合、その化合物は高い選択性を有していることが期待できる。First 
screening として total 278 化合物に対し、２－２で確立した SPR assay を 1 μM で実施し
たところ 102 化合物に結合 response が確認できた。 
それらの化合物の dose-response を確認したところ、95 化合物で Kd 値を算出することが
できた。Kd < 0.5 μM となった化合物は 1 つ目のセットから 54 化合物得られ、幸運なこと
に 2 つ目のセットからも 6 化合物を得ることができた。それらの化合物はその構造情報か
ら10個の clusterに分類することができた。それぞれの clusterに関して、binding affinity、
patentability、synthetic accessibility、kinase selectivity などを考慮した結果、化合物 2-
1 に代表される cluster を hit として認定することとした。2-1 の Kd 値は 59 nM であり、








Figure 2-4: (a) Chemical structure of compound 2-1. (b) The interaction of 2-1 (7 doses, 2-fold dilution 
series with the highest concentration of 0.5 µM) with TAK1.  
 
また、2-1 は 2 つ目のセットから同定された化合物であるため、高い選択性を有しており、
KinomeScanTM panel assay においては 129 kinase において 1 μM で結合活性を有するの
は BIKE のみであった。また、in-house のリン酸化阻害を検出する panel assay において
TAK1 活性は 1 μM で 37% inhibition であり（2-1 は低溶解性のため 1 μM 以上の濃度での
assay が実施出来なかった）、それ以外の 34 kinase に対しては、顕著な阻害を示したのは




Figure 2-5: Result of kinase panel assay for compound 2-1.  
 
さらに Type I hit 化合物として取得した 2-1 が ATP competitive であるかどうかの検証実
験を行った。2-1 のみ、ATP のみ、2-1 と ATP の mixture の 3 つの溶液を作成し、そらら
の結合 response を比較したところ、2-1 のみの結合 response は 2-1 と ATP の mixture の
ものとほぼ同じであった(Figure 2-6 (a))。さらに、ATP と化合物 2-1 の mixture の溶液を
用いて測定した結合 response と ATP と化合物 2-1 が non-competivive あるいは
competitive な場合における結合 response の理論値との比較を行った(Figure 2-6 (b))。な
お、実際に測定した結合 response は図中の白い棒グラフ、また non-competivive あるいは
competitive な場合における結合 response の理論値は Roche 社の報告している手法 6 によ
り求め、それぞれ図中で light gray、dark gray の棒グラフで示している。この結果、ATP
と 2-1 の mixture を用いた場合の結合 response は competitive な場合における結合





Figure 2-6: a) SPR-based competition experiment for compound 2-1. Sensorgrams corresponding to 
individual compound solutions (2-1 and ATP) are shown in blue and green, respectively, and a mixture 
solution in red. Concentrations of 2-1 and ATP, were 0.5 µM and 20 µM, respectively, both in the 
individual and mixture solutions. b) Graphical representation of the competition experiment for 2-1. 
White vertical bars represent the experimental responses measured for three different solutions as 
annotated in the bottom of each bar. Light gray and dark gray bars correspond to calculated signals for 
expected for non-competitive and competitive bindings, respectively. The signal for the non-competitive 
binding was calculated as the sum of the individual responses of ATP and 1 solutions, while the value 
for the competitive binding was determined according to the equation (5) in the reference 6, by using 
the KD values in Table 2-1. 
 
２－３－２ Type II 阻害剤 
 Type II hit 化合物の取得に関しては、DFG-out conformation を誘起することが既に知ら
れていた aryl-urea、aryl-amide 骨格を有する代表的な Type II 阻害剤を選抜し、screening
することとした。その結果、BIRB-7967、Sorafenib8、2-2 の 3 化合物が TAK1 に対して結
合することを確認した。また、2-2 に関しては、TAK1 との共結晶を取得することに成功し、
その X-ray 構造解析の結果 TAK1 の DFG-out conformation で結合していることを明らか
にした。以下、詳細を述べる。研究開始当時は TAK1 の Type II 阻害剤の報告は無かったた
め（最近、2 つのグループから TAK1 と Type II 阻害剤との共結晶の X-ray 構造が報告され
た 9, 10）、まずは、TAK1 が DFG-out conformation をとることが出来るかの確認を行うこ




Sorafenib、in-house の化合物 2-2 を選択し、SPR にて binding assay を実施した。 
 
 
Figure 2-7: Summary of binding test of Type II compounds. Chemical structures of compound 2-2, and 
sorafenib are shown together with kinetic parameters determined for the interaction with TAK1. Hinge- 
and DFG-binding moieties are highlighted in light and dark grey, respectively. 
 
その結果、2-2、Sorafenib に関しては Kd 値を算出することができ（それぞれ Kd=12 nM, 
600 nM）、さらに kinetics parameter をみると Kon と Koff ともに遅くなっていた（Figure 
2-7）。これは DFG-in から DFG-out への conformation 変化が起こっているためと考えら
れる。2-2 に関しては、TAK1 との共結晶を取得でき、その X-ray 構造解析の結果 TAK1 の
DFG-out conformation で結合していることが確認できた(Figure 2-8)。X-ray 構造情報か
ら、2-2 は TAK1 の DFG 部位を大きく動かすことで、ATP binding site に隣接する新たな
hydrophobic な pocket を形成している。さらに、2-2 のナフタレン環がその pocket を占有
し、TAK1 と結合していることが確認できた。2-2、Sorafenib に関しては、hit expansion
を実施し、in-house library の中から構造が類似の化合物（20 化合物）の追加評価を行った
が、hit 化合物よりも活性の強いものを見い出すことは出来なかった。また、2-2 は in-house 









Figure 2-8: X-ray crystal structure of 2-2 as a type II inhibitor in TAK1 (PDB code: 5GJD). 2-2 is shown 
as a ball and stick model colored by element type (C in orange, O in red, N in blue, S in yellow). Amino 
acid residues of TAK1 that interact with 2-2 are shown as stick models and shown in the same colors 
except for C, which is cyan in TAK1. The key hydrogen bonding interactions are depicted as dotted lines. 
 
２－３－３ Type III 阻害剤 
 Type III hit 化合物の取得に関しては fragment-based screening12 を用い allosteric な
binderを取得することにした。最終的にTEMPOを連結してスピンラベル化したadenosine
を用いた 1HNMR 実験を行い、Type III hit として化合物 2-3 を同定することが出来た。
Type III 阻害剤は ATP binding site から離れた場所、いわゆる allosteric site に結合するも
のである。この領域を構成するアミノ酸は保存されていない事が多く、文献既知の Type III
阻害剤はいずれも高い選択性を有している 13。しかし、Type III 阻害剤の開発に関しては、
論理的思考によりその hit 化合物を取得することが困難であり、これまで、偶然の産物とし
て得られてきたのみである。そのため Type III 阻害剤を取得するための一般的な手法は知
られていない。そこで、Type III hit 化合物を取得するために adenosine 存在下での





Figure 2-9: Schematic drawing of workflow of Type III fragment screening. Chemical structure of 
compound 2-3 is also shown. 
 
Fragment-based screening を用いた理由は従来の HTS に用いる化合物よりも低分子量の
分子種である fragment を用いるため、chemical space の探索を効率的に少ない化合物数で
行うことが出来る利点があるためである 14。一方、fragment は低分子量であるために結合
能が弱い、そのためより高感度な assay 系である SPR による screening を実施することと
した。最初に in-house の fragment library の 1951 化合物を SPR にて、250 μM の濃度で
100 μM の adenosine 存在下、one-point assay を実施した。ここで用いた adenosine は
ATP binding site を block する目的で用いている。他の ATP analogue も当然利用すること
は可能であるが、adenosine を用いることとした理由として①AMP と比較して affinity が
高く、②同程度の affinity を示した ATP や ADP では adenosine よりも分子 size が大きく
なってしまうため ATP binding site 近傍に結合する fragment を取り逃がしてしまうこと
を避けるためである。１次 screening の結果、180 化合物に結合 response が確認された。
次に、得られた化合物に対し、再現性を確認するのと同時に adenosine が存在しない条件
との結合 response を比較した。もし、得られた化合物が allosteric ならば、adenosine の
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存在有無に関わらず結合 response は同じになる (Figure 2-10)。クライテリアとして結合
response の乖離幅が 1.6 倍以内のものを選択した結果、50 化合物を次の評価に進めた。次
の評価では adenosine +/-の 2 条件で、7 point での dose response を確認し Kd 値を算出し
化合物の rank づけを行うのと同時に、MEK1 との選択性を確認した。その結果 23 化合物
が TAK1 に対して同程度以上の結合能を有しており、dose response も確認できた。一方、
13/50 化合物は dose response が確認されず、また 14/50 は TAK1 よりも MEK1 に対し強
い結合を示した。選ばれた 23 化合物の結合 response は adenosine の有無に影響を受けな
かったが、250 μM まで濃度を上げても結合の飽和を示すものは存在しなかった。これは化
合物が高濃度で 2 つ目の site に結合している可能性を示唆していた(Figure 2-10 (b) Active 
fragment 2)。 
 
Figure 2-10: Evaluation of dose response curves of fragment binding to immobilized TAK1 in the 
absence and the presence of adenosine. a) Simulated binding isotherm for fragments binding to TAK1. 
Binding response at five different concentrations (15.7, 31.3, 62.5, 125, 250 µM) of fragment was 
calculated based on 1:1 Langmuir binding model using the software package of BIAevaluation (version 
3.1, GE healthcare life sciences), assuming that the dissociation constant of fragment for TAK1 was 10 
µM. The concentration of adenosine was set to be at 100 µM and the dissociation constant of 4.4 µM 
was used in the calculation. Calculated response in the absence and the presence of adenosine was 
plotted as red and blue points, respectively, with connected lines in the same color. The left panel is for 
the competitive binding and the right one is for the noncompetitive one. b) Experimental binding 
isotherms obtained for two representative fragments. The binding experiments were conducted as 
described in experimental section. The same color scheme as in a) is used. 
 
そのため、Novartis のグループが報告している手法 15にならい、TEMPO を連結してスピ
ンラベル化した adenine (2-4)を用い、4 つの条件で 1H NMR を測定し signal 強度を比較
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し、得られた化合物(fragment)が ATP binding site の近傍の site に結合している Type III 
hit であるか検証することとした。 
 
Figure 2-11: 1HNMR experiments to evaluate binding site of hit fragment (2-3). The chemical structure 
of spin-labeled adenine with 2,2,6,6-tetramethylpiperidine 1-oxyl (TEMPO) (2-4) is shown. 
 
具体的に得られた Type III hit (2-3)を用いた場合を例にとり、以下説明する(Figure 2-11)。
化合物単独での 1HNMR を取得し、得られた signal 強度を基準とする(Figure 2-11 (1))。次
に化合物(2-3)と TAK1 との mixture で 1H NMR を測定すると 2-3 が TAK1 と結合するた
め signal 強度は減弱する(Figure 2-11 (2))。これは、以下の 2 つの理由によるものであり、




原因である。次いでスピンラベル化された adenine 2-4 を加えると、TAK1 の ATP binding 
site に結合するため、その近傍の site に結合している 2-3 に影響し、paramagnetic 
relaxation enhancement (PRE) 効果によってさらに signal 強度を減弱させる(Figure 2-11 
(3))。最後に TAK1 の ATP binding site で共有結合を形成することが知られている(5Z)-7-
oxozeaenol を添加するとスピンラベル化された adenine と置き換わることにより、2-3 の
signal 強度が回復する(Figure 2-11 (4))。この手法を用いた場合、ATP binding site の近傍
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ではない site に結合している fragment の評価を正しく行うことはできない。しかし、上述
した通り、SPR で screening した今回得られた 23 化合物は全て 250μM まで濃度を上げて
も結合の飽和が見られなかったことから、特定の allosteric site に結合するのではなく、様々
な binding site に結合してしまう可能性が示唆された。そのため、この 1H NMR を用いた手法
で確実に Type III hit であるものを見極めることを目的とし、ATP binding site の近傍では
ない site に結合している fragment を同定することの優先度を下げることとした。その結
果化合物 2-3 を Type III hit として同定することが出来た。残り 22 化合物はスピンラベル
化された adenine を加えた場合に signal 強度の減弱は観測されなかった。 
 
２－３－４ 異なる 3 つの Type の Hit 化合物の優先度付け 
 以上の通り、Type I、Type II、Type III の全ての Type において hit 化合物を取得するこ
とに成功した。次にこれらの化合物の優先度付けを行い、さらなる誘導体を展開することと
した。Type III 阻害剤は前述の通り最も kinase 選択性が期待できる Type である。しかし、
今回取得した hit 化合物 2-3 は fragment であるため結合能は弱く、Kd 値を算出できなか
った。誘導体化により活性を向上させることが必須であるが、TAK1 のどの site と結合し
ているのか不明である。そこで、得られた化合物と TAK1 との共結晶の取得を試みている
が、現時点でも成功していない。また、in-house の library の中から 2-3 と類似する 1000
化合物程度を用いた hit expansion を実施し、SAR の取得を試みたが、hit 化合物を上回る
活性を有するものは存在しなかった。そのため、2-3 と TAK1 との共結晶構造が解かれ次
第、Type III 阻害剤の Hit to Lead を展開しようと考えた。そこで、Type I および Type II 
hit に関してさらなる解析を実施し、優先度をつけることとした。一般的に両者の阻害剤を
比較した場合、Type II 阻害剤の方が Type I 阻害剤よりも選択性、活性の面で有利とされて
いる 16,注。選択性の面では Type II 阻害剤が kinase の DFG-motif を動かすことによってで
きる空間に位置するアミノ酸残基が他の kinase で保存されていない場合が多いことが理由
である。活性の面ではType II 阻害剤は kinaseのDFG-out conformation すなわち、inactive 
form に結合する。それにより cell 中に高濃度で存在する ATP と競合しないと考えられて
いるためである。これらの主張が TAK1 においてもあてはまるのか検証することとした。 
  




選択性の面においては前述の通り Type I > Type II となり Type II であっても選択性が低い
といった最近の主張に当てはまる結果であった。しかし、選択性の観点では、今回の結果か
ら結論を出すのは早計だと考えている。なぜなら、Type I hit の取得は’chemogenomics 
approach’を用い、質の良い library から Type I hit を得た、一方、Type II hit の取得に関
しては、DFG-out conformation を誘起することが知られている構造を有する化合物群を
screening したに過ぎず、使用した library の質に差があるためである。例えば 3 章や 4 章
で示すような手法を用いて、Type I、Type II 化合物の誘導体を実施し最適化を行った後の
化合物間で比較することで結論すべきと考えている。 
活性の面においても Type I hit である 2-1、Type II hit である Sorafenib と TAK1 の
activation loop 上に存在する Thr187 のリン酸化状態の有無による結合の差を SPR で確認
したところ、いずれの化合物においても Thr187 がリン酸化された active な TAK1 との
affinity が 2-3 倍近く強いことが明らかとなった(Table 2-1)。 
 
 
Table 2-1: Summary of the kinetic parameters determined for compounds binding to TAK1 kinase 
 
 
これは想定とは異なり、驚くべき結果であった。Activation loop がリン酸化されると kinase
は立体的には active form である DFG-in conformation を取りやすくなると考えられてい
るため、Sorafenib と active な TAK1 の affinity は弱くなることを想定していたからであ
る。Type II hit である 2-2 と TAK1 および最近報告された TAK1 の Type II 阻害剤である
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NG2510と TAK1 との X-ray 構造解析情報を見ると、activation loop を構成するアミノ酸残
基が全て確認できていないことが明らかとなった。その結果から、TAK1 においては
activation loop はリン酸化された状態であっても flexible であると考えられ、DFG-out 
conformation を誘起することを可能としており、それゆえ、Sorafenib が active な TAK1
と結合していると考察している。このことから、今回得られた Type II hit 化合物はいずれ
も、conventional な Type II 阻害剤が結合すると言われているような inactive な TAK1 の
DFG-out conformation よりも active な TAK1 の DFG-out conformation に対し、より結
合し易いものであると推定している。また、調製したタンパク質が望むもの(TAK1 の
activation loop のリン酸化状態の有無)であるかの確認は、3 つの ATP analogue とそれぞ
れのタンパク質との affinity に差を生じるか否かで検証した。全ての ATP analogue の活性
が active な TAK1 に対して強いことが確認できたため、それぞれ調製した TAK1 のリン酸
化状態は望むものであると判断した(Figure 2-12)。 
 
Figure 2-12: Binding of ADP (a), AMP (b), and adenosine (c) for TAK1 with and without 
autophosphorylation. Square and circle shape represent binding response of the compounds for TAK1 
with autophosphorylation and without autophosphorylation, respectively. 
 
以上の結果より次に、Type I hit 化合物 2-1 の誘導体合成を展開することとした。第 3 章
で詳細を述べる。Type II hit 化合物 2-2 に関しては新たな骨格の TAK1 Type II 阻害剤を探
索するために利用することとした。第 4 章で詳細を述べる。 
 
２－３－５ スピンラベル化された adenosine 2-4 の合成 3 
 文献既知法にならい、スピンラベル化された adenosine 2-4 を 2step 収率 19%で合成し
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た。4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl のアルコール部位を Ts 化し、次いで
得られた Ts 化合物に対し、塩基性条件下 adenine を作用させることで望む化合物 2-4 を 2 
step 収率 19%で得た。 



















Scheme 2-1: Synthesis of spin-labeled adenine (2-4). 
 
２－３－６ まとめ 
本章においては、kinase 阻害剤に存在する Type I、Type II、Type III の hit 化合物を同時
に取得するためのそれぞれの Type に応じた library デザインを行い TAK1 に適応した。そ
の結果、TAK1 に対し Type I、Type II、Type III すべての場合において hit 化合物を取得
することができた。この TAK1 のみならず、他の kinase においても適応できると考えてい
る。具体的にはType I hit化合物の取得に関しては、chemogenomicsの手法を用いた focused 
library を用いることで、選択性の高い Type I hit 化合物を取得することを指向し、実際に
高い選択性を有する 2-1 を取得することに成功した。また、Type II hit 化合物の取得に関
しては、Type I 化合物と比較して hit 取得が困難と想定されるため、DFG-out conformation
を誘起することが既に知られていた aryl-urea、aryl-amide 骨格を有する代表的な Type II
阻害剤を screening し、hit 化合物として 2-2、BIRB-796 および Sorafenib を同定した。ま
た、2-2 に関しては TAK1 との共結晶を取得でき、その X-ray 構造解析の結果 TAK1 の
DFG-out conformation で結合していることを明らかにした。Type III hit 化合物の取得に
関しては fragment-based screening を用い allosteric な binder を取得した。得られた化合
物に対し、スピンラベル化された adenosine を用いた 1HNMR 解析を行うことで Type III 
hit化合物2-3の同定に成功した。得られた全てのTypeのhit化合物に関して、hit expansion
や更なる解析を行うことで、優先度付けを行い、Type I hit 化合物 2-1 の誘導体合成を展開
することとした。その内容を第 3 章で詳細に述べる。Type II hit 化合物 2-2 に関しては新
たな骨格の TAK1 Type II 阻害剤を探索するために利用することとした。その内容を第 4 章
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  Purchased reagents and solvents were used without further purification unless 
otherwise noted. 1H and 13C spectra were recorded on VARIAN 400-MR or Bruker 
AVANCE 2 or 3 or 600 or ASCEND400 and chemical shifts are expressed in parts per 
million (ppm) from tetrathylsilane (TMS) as an internal standard. The spectrum 
patterns are described as follows: s = singlet, d = doublet, t = triplet, q = quartet, br = 
broad, m = multiplet. LC-MS were measured by a Waters ACQUITY SQD electrospray 
ionization (ESI) system. High resolution mass spectra (HRMS) were measured with a 
Waters I-Class/Xevo G2S TOF MS spectrometer using an ESI source coupled to a Waters 
HPLC system operating in reversed phase with an Ascentis Express C18 (2.7 μm, 2.1 
mm x 50 mm) column or without column. Flash column chromatography was performed 
with Purif-pack® or Biotage SNAP® cartridges. NH-silica gel chromatography and 
preparative TLC were conducted with FUJI SILYSIA NH-DM1020 and Merck silica gel 
60 PF254, respectively. Reversed-phase column chromatography was conducted with an 
ODS column, Wakosil® 25C18. All the biosensor experiments were conducted on Biacore 



















Synthesis of spin labeled adenosine (2-4)3 
 
 To a solution of 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl (500 mg, 2.90 mmol) in 
DCM (25.0 mL) was added TsCl (755 mg, 4.00 mmol), Et3N (1.10 mL, 7.90 mmol), and 
DMAP (100 mg, 0.81 mmol) at 0 °C and at the same temperature for 6 h. The reaction 
mixture was concentrated to give a crude residue, which was purified by flash column 
chromatography (Hexane/EtOAc) to afford 2,2,6,6-tetramethyl-4-(4-toluenesulfonate) 
piperidinooxyl (915 mg, 97%). 
 To a solution of 2,2,6,6-tetramethyl-4-(4-toluenesulfonate) piperidinooxyl (248 mg, 0.76 
mmol) in DMF (10.0 mL) was added Cs2CO3 (691 mg, 2.12 mmol) and adenine (200 mg, 
1.48 mmol) at room temperature and the mixture was stirred at 50 °C for 9 d. The 
reaction mixture was filtered off and the filtrate was concentrated to obtained a crude 
residue. The residue was purified by preparative TLC (EtOAc/methanol) to afford spin 
labeled adenosine (2-4) (3.1 mg, 2 steps 19%). 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 8.44 (1H, s), 




  An aliquot of 50 μL of 1 mM sample in DMSO solution was freeze-dried to remove 
DMSO. To the resulting residue was added 50 μL of 50 mM phosphate buffer (pH 6.5) or 
FaSSIF solution, which was then irradiated ultrasonically for 10 min. The solution was 
shaken for 24 h at 37 °C, centrifuged for 10 min at 25 °C (3000 rpm), and filtered by 
Whatman Unifilter. Concentration of the filtrate was analyzed by HPLC-UV based on 
the calibration curve of each sample. 
  FaSSIF solution was prepared by the following procedure. A solution of L-α-
phosphatidylcholine (0.295 g) and sodium taurocholate (0.805 g) in purified water (5.00 
mL) was stirred until the solution was clear. The solution was diluted with purified water 
(450 mL) and added to KH2PO4 (1.95 g) and KCl (3.85 g). The pH value of this solution 
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was adjusted to 6.5 by addition of 1 M aqueous NaOH. and diluted with purified water 
until the volume was 500 mL. 
 
Expression and purification of TAK1-TAB1 fusion protein 
 
The fusion protein of human TAK1 (1-303) and TAB1(437-504) with a Glu-Phe-(Gly)5 
linker, as described in the literature,1 was cloned in pFastBac vector as an N-terminal 
GST-tagged protein and expressed in Sf-9 insect cells using the baculovirus expression 
system. The expressed protein was first purified with glutathione-sepharose 4B column 
chromatography (GE healthcare bioscience), followed by size exclusion chromatography 
using a Superdex200 26/60 column (GE healthcare bioscience). The fractions containing 
the fusion protein was collected and the tag was cleaved off by incubating the protein 
solution at 4 °C overnight with turbo3C protease (GE healthcare bioscience). The TAK1-
TAB1 fusion protein with the GST-tag cleaved was then obtained as flow-through 




All the biosensor experiments were conducted on Biacore 2000, S51, or T100 
instruments (GE healthcare life sciences, Uppsala, Sweden). TAK1 was minimally 
biotinylated by incubating the protein with sulfo-NHS-LC-LC biotinylation reagent 
(Thermo) at a molecular ratio of 1:1 for 3 h on ice. Biotinylated protein was then coupled 
using the auto-injection system of the instrument on the streptavidin-coated surface of 
an SA sensorchip (GE healthcare life sciences) equilibrated with 50 mM 
tris(hydroxymethyl)aminomethane -HCl (pH7.6), 150 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM 
dithiothreitol, 0.005% or 0.010% surfactant P-20. Typically, about 5000 RU of TAK1 was 
immobilized on the surface. MEK1 active mutant was biotinylated and immobilized as 
described previously.2 
 
SPR binding experiments with TAK1 were performed at 15 °C using 50 mM 
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tris(hydroxymethyl)aminomethane-HCl (pH7.6), 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM 
dithiothreitol, 0.005% or 0.010% surfactant P-20, 1%(v/v) DMSO as the running buffer. 
DMSO was included to increase the solubility of test compounds. The flow rate was 30 
µL/min. Solutions of test compounds were injected individually over the surface at one 
concentration for screening and at a concentration series for determining kinetic 
parameters. For competition experiments between two compounds, mixture solutions of 
the corresponding two compounds were prepared and injected. No regeneration 
procedure was performed between the injections. An unmodified surface was used as a 
reference surface for the correction of instrumental noise and/or drift. During the 
experiments, blank buffer injections were included periodically for the purpose of double-
referencing of the binding data.  
 
The data were processed with Scrubber or T100 BIAevaluation software and analyzed 
with BIAevaluation (version 3.1, GE healthcare life sciences) or T100 BIAevaluation 
software (version 2.0, GE healthcare life sciences). DMSO calibration and double-
referencing were applied to all the acquired data for the compound evaluation. The 
dissociation constant (KD) was calculated by using the 1:1 Langmuir binding model. 
Mass transfer limitation was taken into account in the calculation, where the association 
rate was very high.  
 
In vitro TAK1 enzyme assay 
 
Radiometric enzyme assay was performed to measure inhibitory activity for compounds 
against TAK1 kinase activity as described previously.2 Briefly, a transfer of [33P]-
phosphate group from [33P]-ATP to a surrogate substrate, Myelin basic protein (Upstate 
Cat.13-110) by full-length TAK1/TAB1 was measured in the absence and presence of test 
compound.  Full-length TAK1 and TAB1 were co-expressed in Sf9 insect cells by 
baculovirus expression system as an N-terminally GST-tagged or 6*His tagged form, 






All the NMR experiments were conducted at 288 K on a Bruker Avance600 MHz NMR 
spectrometer equipped with a TXI triple resonance cryoprobehead. One-dimensional 1H 
NMR spectra were recorded with presaturation during delay time for water signal 
suppression. For eliminating signals from the protein, a weak spinlock pulse with a 
duration of 10 ms was applied after a 90° hard pulse. The NMR samples were prepared 
in 50 mM deuterated tris(hydroxymethyl)aminomethane-HCl (pH7.6), 150 mM NaCl, 5 
mM MgCl2, 1 mM deuterated dithiothreitol, 1% deuterated DMSO using a standard 5 
mm NMR tubes (Shigemi). TAK1 was pre-activated by incubating with 100 µM ATP. 
Spin-labeled adenine was synthesized according to the procedure as mentioned above. 
The structure of the compound was confirmed to be identical with the published one by 
comparing MS and NMR data. Final concentrations of test fragment, TAK1, spinlabeled 
compound 2-4, and the tight binder in the sample were 200, 5, 20, and 5 µM, respectively. 
Since the TAK1 solution could not be concentrated too much to avoid unnecessary 
aggregation, two samples were prepared for each test fragment; one containing only the 
test fragment and the other containing the test fragment and TAK1. For the samples 
containing the test compound and TAK1, a small volume of concentrated spin-labeled 
compound 2-4 and tight binder solutions were added sequentially and separately so that 
1H NMR spectra could be measured after the addition of the respective compound. The 
measured data were processed and analyzed with the software TOPSPIN (ver 1.3, 
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第 3 章 





















 本章においては、第 2 章で述べた chemical genomics の手法を用いて得られた Hit 化合物か
ら SBDD を用いた論理的な化合物設計を行い、高活性、高選択的な TAK1 阻害剤を見出した手
法について以下論述する。 
 
３－２ TAK1 阻害剤の合成 
 TAK1 type I hit 化合物(2-1)と SBDD の手法を用いて化合物設計し、合成した誘導体の構造
を以下に示す(Figure 3-1)。 
 
Figure 3-1: Structure of TAK1 type I hit compound (2-1) and our designed inhibitors. 
 
３－２－１ Thienopyrimidine unit(3-8)および thienopyrimidinone unit(3-11)の合成 1 
 Thienopyrimidine unit(3-8)および thienopyrimidinone unit(3-11)の合成について述べる
(Scheme 3-1)。3-8 および 3-11 の共通中間体である 3-6 を市販の thiophene 3-5 に対し、
formamide を用いた環化反応、続くクロロ化により 2 段階収率 72%で合成した。Pd(OH)2 を用い
た水素添加反応により 3-6 を収率 94%で 3-7 に変換した後、3-7 のベンジル位のメチル部分をラ
ジカル反応によりジブロモ化し、得られたジブロモ体を塩基性条件下、水で処理することでアルデ
ヒドへと誘導、続く Pinnick 酸化 2 によりカルボン酸 3-8 を 3 段階収率 58%で得た。一方、
thienopyrimidinone 環 3-11 の合成に関しては、最初に 3-6 のメチル部分を 3-8 の合成と同様
にジブロモ化する。その後、得られた化合物をメタノール処理することで一旦 trimethoxy 化合物
へと誘導し、酸性条件下アルデヒド 3-10 へ変換、次いで Pinnick 酸化 2を行うことで 3 段階収率 
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Scheme 3-1: Synthesis of thienopyrimidine 3-8 and thienopyrimidinone 3-11. Reagents and conditions: 
(a) Formamide, 150 °C; (b) POCl3, 100 °C, 2 steps 72%; (c) H2 gas (1.0 atm), 20% Pd(OH)2/C, Et3N, 
EtOAc/i-PrOH  = 5/1, room temp. 94%; (d) NBS, benzoyl peroxide, CCl4, reflux; (e) Pyridine, H2O, 
100 °C; (f) NaClO2, sulfamic acid, acetone, H2O, 40 °C, 3 steps 58%; (g) NBS, AIBN, CCl4, reflux; (h) 
MeOH, 70 °C and then 5M aqueous HCl, THF, 60 °C.; (i) NaClO2, sulfamic acid, acetone, H2O, room 
temp., 3 steps 71%. 
 
３－２－２ Thienopyrimidine誘導体(3-1a~c)および thienopyrimidinone誘導体(3-2, 3-3a~l 
and 3-4)の合成   
Thienopyrimidine 誘導体(3-1a~c )は前述した 3-8 と aniline(3-12a~c)とのアミド化によって
収率 36-68%で合成した(Scheme 3-2)。Thienopyrimidinone 誘導体(3-2, 3-3a~l and 3-4)も同








元し aniline へと誘導した(2 段階収率 80, 86%)。一方 aniline 3-12c について市販のフルオロ
ベンゼン 3-14 のフッ素基に対し N-methylpiperazine を SNAr 反応により導入、その後、同様に




Scheme 3-2: Synthesis of thienopyrimidine analog. Reagents and conditions : (a) HATU, DIPEA, 3-12a-
c, acetonitrile; (b) amine, HATU, DIPEA, DCM; (C) H2, 10% Pd/C, ethanol; (d) N-methylpiperazine, 





Scheme 3-3: Synthesis of thienopyrimidinone analogs. : (a) HATU, DIPEA, aniline , acetonitrile. 
 
対応する aniline 誘導体 3-17a~d, 3-18a~d, 3-19~21 および 3-23 の合成に関しては下記に
記載した合成法で調製した（Scheme 3-4）。3-17a~d については前述した aniline 3-12a~b と同
様の合成法で 2 段階収率 54-99% (average 81%)で合成し、3-18a~d および 3-23 は得られた
3-16b あるいは市販のカルボン酸 3-22 を用い、3-18a~d は前述した aniline 3-12c と同様の合成
法を用い 2 段階収率 36%-quant.(average 69%)で、3-23 に関しては 3 段階収率 27%で得るこ
とができた。aniline 3-19 については 3-16c と 4,4,5,5-tetramethyl-2-(prop-1-en-2-yl)-1,3,2-
dioxaborolane との Suzuki-Miyaura coupling3 を行ったのち、得られたオレフィン部位とニトロ
基を水素添加条件下同時に還元することで 2 段階収率 47%で合成した。一方、aniline 3-20 に
ついては aniline 3-17c と phenylboronic acid との Suzuki-Miyaura coupling を行うことで、収
率 70%で合成した。最後に aniline 3-21 については 3-17d と cyclohexene との溝呂木-Heck 反






Scheme 3-4: Preparation of  aniline parts for the synthesis of thienopyrimidinone analogs: (a) N-
methylpiperazine, DMT-MM, acetonitrile; (b) H2, 10% Pd/C, methanol or Fe, NH4Cl, ethanol; (c) NaH, 
alcohol, DMF or amine, THF; (d) H2, 10% Pd/C, methanol; (e) PdCl2(dppf), 4,4,5,5-tetramethyl-2-(prop-
1-en-2-yl)-1,3,2-dioxaborolane, PCy3, K3PO4, toluene/H2O = 20/1, 86%; (f) H2, 10% Pd/C, methanol, 55%; 
(g) Pd(OAc)2, phenylboronic acid, S-Phos, K3PO4, toluene, 70%;  (h) cyclohexene, Pd(OAc)2, P(o-Tol)3, 
Et3N, acetonitrile, 30%; (i) H2, 10% Pd/C, methanol, 85%; (j) N-methylpiperazine, DMT-MM, 
acetonitrile; (k) 2-propanol, NaH, DMF; (l) H2, 10% Pd/C, methanol.  
 
３－３ 高活性、高選択的な TAK1 阻害剤 3-4 の創製手法 
３－３－１ Hit 化合物 2-1 の物性改善と高活性代謝物 3-2 の同定 
 第 2 章で述べた通り、chemogenomics の手法により得られた TAK1 Type I hit 化合物 2-1 は
絶食時小腸内模擬腸液(FaSSIF)および pH=6.5 のリン酸 buffer(PPB)中での溶解性が低く（共
に< 3.0 μg/mL）、1.0 μM 以上の濃度での各種 assay を実施することができなかった。この低溶




（Table 3-1）。その結果、Hit化合物 2-1よりも溶解性が 100倍以上改善された 3-1a~cを見出し、
中でも 3-1bはTAK１の enzyme活性も 4倍以上向上することが明らかとなった。次いで、3-1b の
代謝安定性を調べてみたところ、mouse microsome での代謝が human のものよりも 4 倍程度速
い事が分かった。 
 
Table 3-1: TAK1 activity and physicochemical parameters of HTS hit compound (2-1) and 
thienopyrimidine analogs (3-1a~c). 
 
 





Hit compound 2-1 - 
37% inhibition  
@ 1μM 
< 3 (< 3) - - 
3-1a 
 
1.6 312 (293) 26 - 
3-1b 
 
0.26 420 (377) 21 80 
3-1c 
 
1.3 351 (353) 11 - 
 
そこで、3-1b の代謝物解析を行ったところ、高活性代謝物 3-2 (TAK1 IC50=13 nM)を得ること
が出来た(Figure 3-2 (a))。3-1b は mouse, human の microsome いずれであっても同一の主
代謝物へと変換されたため、化合物3-1b を liver cytosolで反応させ、得られた代謝物を単離し、
LC-MS および NMR で構造を確認したところ、化合物 3-1b の thienopyrimidine 環の４位が酸
化されている化合物 3-2 であることが判明した。また同時に化合物 3-2 は高い TAK1 阻害活性を
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有していた。幸い、3-2 と TAK1 との共結晶を取得することが出来たため、その理由を解明するた
めに X-ray 結晶構造解析を実施した(PDB code: 5JGB)。 
化合物 3-2 は予想通り、典型的な Type I 阻害剤であり、TAK1 の DFG-in の conformation
に結合していた(Figure 3-2 (b))。まず 3-1b との構造上の大きな違いである 3-2 の４位のカルボニ
ル基の周りに着目し、3-2 が高活性である理由を明らかとした。このカルボニル部分は TAK1 の
DFG loop や gate keeper の近くに位置しており、TAK1 中の結晶水との距離は 2.9Åであった。
その結晶水と TAK1 の Asp175（DFG）部分の主鎖アミド NH との距離は 2.9Åであり、このカル
ボニル基が結晶水を介してAsp175と水素結合していることが明らかとなった。また、今回の X-ray
構造解析では分解能が低く Glu77 の側鎖の電子密度が見えていないが、他の類似の
thienopyrimidinone 環を有する Type I 化合物(例えば 3-3c、PDB code: 5JGA)は TAK1 と結
晶水を介した水素結合を同様に形成しているため、3-2 も Glu77 と結晶水を介した水素結合を有
している可能性が高いと推定している。これら結晶水を介した水素結合の差が 3-2 が 3-1b と比較
し、活性が向上した理由であると考えている。次に X-ray 構造解析により明らかとなった 3-2 と
TAK1 のその他の相互作用の形式について述べる。上記の相互作用以外に 3-2 の
thienopyrimidinone 環が形成する相互作用は、X-ray 構造解析から、3 位のアミド NH と DFG
の Asp175 の側鎖の距離は 2.6Å、さらに 5 位の S 原子と gate keeper の Met104 の側鎖との距
離は 4.0Åであることから、3 位のアミド NH と DFG の Asp175 の側鎖との間にはさらにもう 1 つ
の水素結合、また、5 位の S 原子と gate keeper の Met104 の側鎖との間には弱い hydrophobic
な相互作用が存在していると考えている。そして、hinge 部位では 3-2 の thienopyrimidinone 環、
7 位のアミドのカルボニル基と Ala107 の主鎖 NH 基との距離が 2.7Åであり、この１つの水素結
合でのみ TAK1 と結合していると考えられる。最後に溶媒域に関しては強い相互作用は確認出来
なかった。以上、上述した相互作用が 3-2の活性発現に関与しており、特に thienopyrimidinone






Figure 3-2: (a) Metabolic reaction of 3-1b in liver cytosol. (b) X-ray crystal structure of 3-2 (metabolite 
of 3-1b) in TAK1 (PDB code: 5JGB). 3-2 is shown as a ball and stick model colored by element type (C 
in magenta, O in red, N in blue, S in yellow). Amino acid residues of TAK1 that interact with compound 
3-2 are shown as stick models colored by element type with the same colors, except for C in light green. 
A representative crystallographic water is depicted as a red sphere. The key interactions are depicted 
as dotted lines. 
 
３－３－２ 活性向上を指向した R2 group の探索 
 活性向上を狙い R2 group に hydrophobic な置換基を導入することで、TAK１阻害活性の高い
3-3c, 3-3i を見出すことに成功した(TAK1 IC50=2.3 nM、3.0 nM)。しかし、それらの kinase 選択
性は十分ではなく、改善の余地が残るものであった。 
R2 group が占める pocket の周りは側鎖に hydrophobic な置換基を有するアミノ酸が多く存在
しており（例えば Val42, Gly43, Gly45, Val50, Gly110, Pro160, and Leu163）、この pocket を
hydrophobic な pocket と定義し、R2 group に hydrophobic な置換基を導入することで活性を向
上することを狙った。ベンゼン環と R2 group の結合様式を linker と定義し、R2 group がベンゼン
環から伸びる方向が異なる、3 つの linker タイプ(C-linker, O-linker, and N-linker)とハロゲン
誘導体を同時に評価した。それぞれの linker type において R2 group の体積を計算（その際、水
素原子の影響は無視した）することで、活性との関係性を調べたところ、異なる linkerであっても同
様に bell shape の傾向があることが確認できた(Table 3-2)。予期していた通り、TAK１阻害活性




linker 誘導体(3-3a~d)に関して見てみると、R2 group が phenyl 基である 3-3c がもっとも活性が
高いことが分かる(2.3 nM)。一方、3-3a はもっとも活性が弱い(41 nM)、これは 3-3a が有する Me
基ではこの hydrophobic な pocket を満たすための大きさが十分ではないことを意味している。し
かし、3-3c の phenyl 基よりも大きな体積を有する cyclohexane 環をもつ 3-3d の阻害活性は 3-
3c よりも減弱している(6.7 nM)。ハロゲン誘導体(3-3e~g)、O-linker 誘導体(3-3h~j)も同様の傾
向を有しており、Cl 基を有する 3-3f, iPrO 基を有する 3-3i が最も活性が高く(5.8 nM、3.0 nM)、
それぞれの linker で１番体積が小さいものが最も活性が弱くなっており（ハロゲン誘導体：3-3e 
(220 nM)、O-linker : 3-3h (15 nM)）、R2 group の体積が十分ではない事を示している。しかし、
もっとも大きな体積を有するものが一番強い活性を示すというわけではなく Br 基や
hexafluoroisopropoxy 基を有する 3-3g、3-3j の阻害活性はそれぞれ 7.3 nM、5.2 nM と 3-3f
や 3-3i と比べて活性が減弱している。また、N-linker 誘導体に関しては dimethyl amino 基を有
する 3-3k が 5.0 nM、ethylmethyl amino 基を有する 3-3l が 9.3 nM であり、R2 group の体積
の至適値は 3-3l の 65 Å3以下にあるものと推定している。このように各 linker によって R2 group
の体積の至適値が異なるのはベンゼン環からの置換基の伸びる方向が異なることに由来すると考
えている。R2 group の探索の結果、高い TAK1 阻害活性を有する 3-3c、3-3i を得ることができた
(IC50=2.3 nM and 3.0 nM)。一方で、kinase 選択性は十分なものではなかった。例えば、3-3c
は 38 kinase の in-house panel assay において TAK1 以外の 14 個の kinase に対して 1.0 μM
以下の阻害活性を示しており、特に FLT3 に関して強い阻害能を有していた(IC50=5.4 nM)。
FLT3 は前述したとおり副作用の観点から、阻害を回避すべき kinase の１つと考えている。また、
3-3i の kinase 選択性も 3-3c と同様の傾向を有していた。これらの結果から、この hydrophobic
な pocket を利用することで TAK1 阻害活性を上昇させることは可能である一方、kinase 選択性
を向上させることは難しいと推定される。なぜなら、この pocket は TAK1 において ATP の sugar









Table 3-2: SAR table for TAK1 activity and calculated volume of R2 group. 
a calculated volume of side chain moiety (R2 group) extracted from whole molecule. 
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Figure 3-3: Relationship between TAK1 activity and volume of the R2 group in thienopyrimidinone 
analogs (3-3a~l). (magenta: C-linker derivative, yellow: halogen derivative, light green: O-linker 
derivative, cyan: N-linker derivative) 
 
３－３－３ SBDD を利用した高活性、高選択的な TAK1 阻害剤 3-4 の創製 
 前述した 3-3c や 3-3i の kinase 選択性を向上させるために X-ray 構造を用いた 2 つの戦略を
実施した。1 つ目は TAK1 に特異的なアミノ酸を利用すること、2 つ目はベンゼン環上の R4 部分
のアミド部位と TAK1 の hinge 部位に存在する Tyr106 との相互作用を減弱させることである。 
まず、1つ目の戦略から詳細を述べる。文献情報から構築した 490 個の kinaseの database を
用いた検索 7 により、TAK1 の Ser111 と Asn114 といった組み合わせはとてもユニークであること
が判明した(Figure 3-4 (b))。Ser111を標的としたTAK1阻害剤の研究はOSI Pharmaceuticals
から既に報告されており、彼らは化合物 1-6 を見出し(Figure 3-4)、Aurora B との選択性を出す
ことに成功している。8, 9 その内容を以下簡単に説明する。TAK1 の Ser111 に対応するアミノ酸は
Aurora B では Glu161 と少し大きな側鎖を有するアミノ酸である。そのため、1-6 は Glu161 とぶ
つかることにより Aurora B との affinity を減弱させ TAK1 に対する選択性を獲得しているという
ものである。一方で FLT3 との選択性は中程度で、その活性は TAK1 の Ki 値の 50 倍の濃度で
50%以上の阻害がかかるといったものであった。この結果を同様に in-house の database を用い
た解析により解釈すると、TAK1 の Ser111 に対応する部分が同じ Ser のものは 115/490 存在し、
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Aurora B と同様に Glu になっているものは 91/490、FLT3 と同様に Asp のものは 161/490 であ
ることが分かった。1-6 が FLT3 よりも Aurora B に関して高い選択性を獲得した理由は、この Asp
と Glu の側鎖の大きさの違いにあると考えている。すなわち、Asp は Glu よりも側鎖の大きさが小
さいため、1-6 が Asp を有する FLT3 に対して bumping する力が弱くなるため、Glu を有する
Aurora Bと比較して、TAK1との選択性を獲得しにくかったのではないかと考察している。そこで、
より高い TAK1 選択性を獲得するために Ser111 と Asn114 の組み合わせを利用することとした。
上述した通り、TAK1のSer111は多くのkinaseで保存されたアミノ酸であった(115/490のkinase
が対応する場所に Ser を有している。)。一方で TAK1 と同様に 114 番目が Asn のものは 20 
kinase しか存在せず、さらに興味深いことに、TAK1 と同様にこの 2 つの位置に Ser と Asn 両方
を有している kinaseは integrin-linked kinase(IIK)のみであることが明らかとなったためである。
実際に化合物 3-3c と TAK1 の X-ray 構造解析を行ったところ、その結果から、3-3c の溶媒域の
カルボニル基からSer111およびAsn114の距離はそれぞれ6.7Å、4.7Åであり、これらのunique
なアミノ酸の組み合わせを利用するためには距離が不十分であることが判明した(Figure 3-5 (a))。
そこで、TAK1 における Ser111 と Asn114 に対して適切な相互作用を持たせる化合物を創製す










NH 2  
 
Figure 3-4: OSI’s TAK1 inhibitor (1-6, IC50=14 nM, 第 1 章にて既出) 
 
 次に、2 つめの戦略の詳細について述べる。先ほどと同様の解析を実施したところ、TAK1 の
106 番目に対応する部分が同様に Tyr である kinase は 198/490 存在し、さらに Phe や His、
Trpといったaromaticな側鎖を有するものを全て含めると304/490にもなることが明らかとなった。
実際に 3-3c と TAK1 の X-ray 構造情報を見てみる(Figure 3-5(a))と、R4 部位に存在する N-
methylpiperazine 環と Tyr106 との距離は 3.4Åであり、これは 3-3c と TAK1 の Tyr106 の
Aromatic 部位の間で CH-π interaction10 を形成していること示唆している。この相互作用はこ
の位置に Aromatic の側鎖を有する多くの kinase でも同様に存在することとなり、この相互作用
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が 3-3c の kinase 選択性悪化につながっていることが想定される。したがって、TAK1 活性は減弱
するが、選択性を獲得するために Tyr106 との距離を遠ざけ、CH-π interaction を減弱させると
いった化合物 design を 2 つめの戦略とした。 
 以上の 2 つの戦略を同時に満たすことができるシンプルだが、効果的な化合物デザインを行い、
化合物 3-4 を設計した。具体的には N-methylpipepradine アミド部位 3-3c の R4 部位から R3
へとシフトさせることであり、その結果、阻害剤と TAK1 特異的なアミノ酸である Ser111 および
Asn114 との距離をより接近させる一方、選択性低下の原因である Tyr106 からは距離を遠ざける
ことが出来るのではないかと考えた。デザインした化合物 3-4 の妥当性を評価するために、文献既
知の FLT3 の X-ray 構造情報（PDB code: 1RJB）11と重ね合わせた model を構築した。その結
果、3-4 の R3 部位から伸ばしたアミドのカルボニル基が FLT3 の Asp698 と静電的な反発を生じ
るであろうことが想定された(Figure 3-5 (c) right)。一方で TAK1 ではこの部分のアミノ酸は
Ser111 であるため、FLT3 で想定されるような静電的な反発は起こらないと考えられる。この違い
により、3-4 は FLT3 に対しても選択性を獲得することが可能になるであろうと考えた。 
 予期した通り、化合物 3-4 を合成、評価したところ、高い TAK1 阻害活性(IC50=11 nM)を有して
おり、かつ in-house および KinomeScanTM panel assay において高い kinase 選択性を有して
いることが分かった。In-house の 38 kinase を用いた panel assay では 10 μM で TAK1 以外の
kinaseに対して強い阻害活性を示すものは存在しなかった。特筆すべきはFLT3との選択性であ
り、その活性は IC50=35000 nM となり TAK1 に対して 3200 倍もの選択性を獲得することに成功
した。また、442 kinase を用いた panel assay においても 3-4 は高い選択性を示し、1.0 μM の濃
度で TAK1 以外の kinase で阻害を示したものは以下の 3 つの kinase（MAP4K4, PIP5K1C, 
PIP5K2C）のみであった。MAP4K4 は TAK1 の上流の kinase であり、その他 2 つの kinase は
lipid kinase である。 
 3-4 が高い TAK1 選択性を有している理由を解明するため。3-4 と TAK1 の X-ray 構造解析を
行った(Figure 3-5 (c) left)。その結果、3-3c と 3-4 の TAK1 に対する結合様式は基本的には類
似しているが、3 つの違いが存在していることが分かり、それらが 3-4 が高い選択性を示すことにな
った要因であると結論づけた。まず 1 つ目の違いは 3-4 は TAK1 特異的な Ser111 と Asn114 の
アミノ酸との相互作用を獲得した点である。予想通り、3-4 の R3 部位のカルボニル基と Ser111 の
距離は 3.4 Å、N-methylpiperazine 部位と Asn114 との距離は 4.2 Åとなり、3-3c の場合と比
較して距離が縮まった。そのため、新たな相互作用を獲得することが出来たと考えている。2 つ目
の点は 3-4 の R3 部位のカルボニル基は TAK1 の Ser111 に対応する位置に側鎖にカルボン酸
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を有する Asp や Glu をもつ kinase に対して静電的な反発を起こすことが出来るという点である。
我々の解析によると 252/490 の kinase が対応する位置に Asp あるいは Glu を有しており、これ
らの多くの kinase に対して上記の理由から 3-4 は選択性を獲得することが出来たと考えている。3
つ目は 3-4 は TAK1 の hinge 部位に存在する Tyr106 との相互作用を減弱することができた点
である。3-4 のベンゼン環と Tyr106 との距離は 4.2 Åであり、3-3c の N-methylpiperazine 環と
Tyr106 との距離（3.4 Å）よりも遠くなっている。前述した通り、TAK1 の Tyr106 に対応する部分
が aromatic な側鎖を持つアミノ酸となるものは 304/490 と非常に多く、Tyr106 との相互作用を減
弱することで、TAK1 の阻害活性も減弱するが、同時にその他の多くの kinase に対する阻害活性
も減弱することが出来たと考えている。これら 3 つの要員により、高い阻害活性と kinase 選択性を














Figure 3-5: (a) X-ray crystal structure of 3-3c in TAK1. Compound 3-3c is shown as a ball and stick 
model colored by element type (C in magenta, O in red, N in blue, S in yellow). Amino acid residues of 
TAK1 that interact with compound 3-3c are shown in the same colors except for C in light green. The 
key hydrogen bonding interactions are depicted as dotted lines (b) Amino acid residues corresponding 
to Tyr106, Ser 111, and Asn114 of TAK1 in a 490 kinase in-house database. (c) The crystal structure of 
3-4 in TAK1 (left) and the superposition of 3-4 and the published X-ray crystal structure of FLT3 (right). 
Compound 3-4 is shown as a ball and stick model colored by element type (C in magenta, O in red, N in 
blue, S in yellow). Amino acid residues of TAK1 and FLT3 that interact with compound 3-4 are shown 
in the same colors except for C, which is light green in TAK1 and cyan in FLT3. The key hydrogen 
bonding interactions are depicted as dotted lines. 
 
３－４ まとめ 
 第 2 章で述べた chemical genomics の手法を用いて得られた Hit 化合物 2-1 から SBDD を
用いた論理的な化合物設計を行うことで、Type I阻害剤でありながら、高活性、高選択的なTAK1
阻害剤 3-4 を見出した手法について述べた。まず、Hit 化合物 2-1 の溶解性改善を行い 3-1b へ
と変換した後、その代謝物同定を行うことで高活性な 3-2 を得ることが出来た。3-2 と TAK1 の共
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結晶の X-ray 構造解析により、代謝により生じたカルボニル基が結晶水を介して TAK1 と相互作
用し、阻害活性を示すために重要な役割を果たしていることが分かった。次に、R2 group の探索
により、最も TAK1 阻害活性の高い 3-3c (IC50=2.3 nM)を見出すことに成功したが、その kinase
選択性は十分なものではなかった。kinase 選択性改善のために、X-ray 構造情報を基に 2 つの
戦略を立案し、実行した。1 つ目は TAK1 に特異的なアミノ酸の組み合わせである Ser111 と
Asn114 を利用すること。2 つ目は多くの kinase で保存されている Tyr106 との相互作用を減弱さ
せることである。そのような意図で設計した化合物 3-4 は予想通り、高い TAK1 阻害活性(IC50=11 
nM)と kinase 選択性を有しており、3-4 と TAK1 との複合体の X-ray 構造解析の結果から、デザ
インの妥当性も確認することが出来た。以上のように、Hit 化合物から SBDD を用い、TAK1 特異
的なアミノ酸を論理的に上手く利用することによって、一般的には選択性を獲得することが困難と
いわれている Type I 阻害剤でありながら、高選択的な化合物を見出すことに成功した。この手法
























  Commercially available methyl 3-amino-4-methylthiophene-2-carboxylate (3-5) (16.5 
g, 96.0 mmol) was dissolved in formamide (100 mL) and stirred at 150 °C under a 
nitrogen atmosphere. After the starting material consumption had been confirmed by 
LC-MS, the reaction mixture was cooled to room temperature and then H2O (500 mL) 
was added to the mixture. The suspension was filtered to collect a white solid that was 
dried by an oil pump to give 7-methylthieno[3,2-d]pyrimidin-4(3H)-one (12.2 g). The solid 
was used for the next reaction without further purification. 
  The aforementioned 7-methylthieno[3,2-d]pyrimidin-4(3H)-one (1.85 g) was treated 
with POCl3 (8.80 mL) and stirred at 100 °C for 6 h. The reaction mixture was cooled to 
0 °C, poured into ice-water/ethyl acetate, and extracted with ethyl acetate twice. The 
organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, and filtered. The organic 
solvent was concentrated under reduced pressure to give a crude residue. Water (200 
mL) was added to the residue and the mixture was cooled to 5 °C in the refrigerator for 
a day. The suspension was filtered to afford 3-6 (1.90 g, 2 steps 72%) as a white solid. 1H-
NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ: 9.07 (1H, s), 8.25 (1H, d, J = 1.2 Hz), 2.45 (3H, d, J = 1.2 
Hz). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 160.7, 153.9, 153.6, 133.9, 133.2, 130.0, 12.5. 
HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C7H6ClN2S 184.9940; Found 184.9937. 
  
7-Methylthieno[3,2-d]pyrimidine (3-7) 
  A solution of ethyl acetate/2-propanol = 5/1 (v/v, 200 mL) was added to Pd(OH)2 (4.83 
g, 20% on carbon, wetted with ca.50% water) under a nitrogen atmosphere and filled 
with hydrogen. A solution of 3-6 (9.65 g, 51.7 mmol) in ethyl acetate/2-propanol = 5/1 (v/v, 
50.0 mL) and Et3N (16.6 mL, 119 mmol) was added to the suspension and filled with 
hydrogen again. The suspension was stirred at room temperature for 20 h. The reaction 
mixture was filtered with Celite® and the filtrate was concentrated. After the addition of 
ethyl acetate and saturated aqueous NaHCO3 to the residue, the ethyl acetate extraction 
was executed twice. The combined organic layer was washed with brine, dried over 
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Na2SO4, and filtered. The organic solution was concentrated under reduced pressure to 
afford 3-7 (7.30 g, 94%). 1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ: 9.50 (1H, s), 9.19 (1H, s), 8.15 
(1H, d, J = 1.2 Hz), 2.44 (3H, d, J = 1.2 Hz). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 159.0, 
153.8, 152.4, 133.1, 132.0, 131.3, 12.1. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C7H7N2S 
151.0330; Found 151.0332. 
 
Thieno[3,2-d]pyrimidine-7-carboxylic acid (3-8) 
  A solution of 3-7 (1.00 g, 6.66 mmol), NBS (2.97 g, 16.7 mmol) and benzoyl peroxide 
(322 mg, 1.33 mmol) in CCl4 (67.0 mL) was stirred at reflux for 2.5 h. The reaction 
mixture was cooled to room temperature and filtered. The organic solvent was 
evaporated to give 7-(dibromomethyl)thieno[3,2-d]pyrimidine as a crude residue. The 
residue was used for the next reaction without further purification. 
  To the aforementioned residue was added H2O (40.0 mL) and pyridine (4.00 mL) and 
the mixture was stirred at 100 °C for 1.5 h. The reaction mixture was diluted with ethyl 
acetate and extracted. The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4 and 
concentrated. The obtained white solid was washed with hexane/ethyl acetate = 4/1 (v/v) 
to afford thieno[3,2-d]pyrimidine-7-carbaldehyde (796 mg) as a crude residue.  The 
residue was used for the next reaction without further purification. 
  To a solution of the aforementioned residue (796 mg) in acetone/H2O = 2/1 (v/v, 99.0 
mL) was added NaClO2 (658 mg, 7.28 mmol) and sulfamic acid (1.17 g, 12.1 mmol) at 
0 °C and then stirred at 40 °C for 2 h. The reaction mixture was evaporated to give a 
white solid. The solid was washed with H2O and ethyl acetate to afford 3-8 (690 mg, 3 
steps 58%). 1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ: 12.98 (1H, br s), 9.63 (1H, s), 9.28 (1H, s), 
9.18 (1H, s). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 162.0, 156.8, 154.6, 153.4, 147.0, 132.0, 
127.3. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C7H5N2O2S 181.0071; Found 181.0069. 
 
4-Chloro-7-(dibromomethyl)thieno[3,2-d]pyrimidine (3-9) 
To a solution of 3-6 (4.00 g, 21.4 mmol) in CCl4 (43.0 mL) was added NBS (9.50 g, 53.5 
mmol) and AIBN (703 mg, 4.28 mmol) at room temperature. The reaction mixture was 
stirred at reflux for 4 h under a nitrogen atmosphere. After the reaction mixture was 
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filtered and the filtrate was concentrated, the obtained residue was purified by flash 
column chromatography (hexane/ethyl acetate) to afford 3-9 (6.92 g) as a semi-pure 
product. The residue was used for the next reaction without further purification. 
 
4-Oxo-3,4-dihydrothieno[3,2-d]pyrimidine-7-carbaldehyde (3-10) 
The above semi-pure 3-9 (6.92 g) was dissolved in methanol (200 mL) and the mixture 
was stirred at 70 °C for 24 h to generate 7-(dimethoxymethyl)-4-methoxythieno[3,2-
d]pyrimidine. The reaction mixture was evaporated and the residue was diluted with 
THF (100 mL). To the solution was added 5M aqueous HCl (100 mL) and the mixture 
was stirred at 60 °C for 3 h. After the reaction mixture was evaporated, the obtained 
solid was collected by filtration and dried under reduced pressure to afford 3-10 as a 
crude product.  The crude product was used for the next reaction without further 
purification. 
 
4-Oxo-3,4-dihydro-thieno[3,2-d]pyrimidine-7-carboxylic acid (3-11) 
To a solution of the above crude product 3-10 in acetone (200 mL) and H2O (100 mL) 
was added NaClO2 (2.90 g, 32.1 mmol) and sulfamic acid (5.20 g, 53.5 mmol). The 
reaction mixture was stirred at room temperature for 2 h. After the reaction mixture was 
concentrated, the obtained solid was washed with H2O and acetone and dried under 
reduced pressure to afford 3-11 (2.96 g, 3 steps 71%) as a white solid. 1H-NMR (400 MHz, 
DMSO-D6) δ: 12.90-12.79 (2H, br m), 8.85 (1H, s), 8.27 (1H, s). 13C-NMR (100 MHz, 
DMSO-D6) δ: 162.1, 157.3, 154.6, 147.5, 142.3, 128.5, 124.4. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M-
H]- Calcd for C7H3N2O3S 194.9865; Found 194.9865. 
 
N-(2-Methoxy-4-((3-(4-methylpiperazin-1-yl)propyl)carbamoyl)phenyl)thieno[3,2-
d]pyrimidine-7- carboxamide (3-1b) 
  To a solution of 4-amino-3-methoxy-N-(3-(4-methylpiperazin-1-yl)propyl)benzamide 
(3-12b) (52.0 mg, 0.170 mmol) and thieno[3,2-d]pyrimidine-7-carboxylic acid (3-8) (31.0 
mg, 0.170 mmol) in acetonitrile (3.50 mL) was added HATU (129 mg, 0.340 mmol) and 
DIPEA (59.0 μL, 0.340 mmol) and stirred at 80 °C. After confirming the starting material 
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consumption by LC-MS, the reaction mixture was concentrated to give a crude residue. 
The crude residue was purified by column chromatography utilizing NH silica gel 
(DCM/methanol) to afford 3-1b (54.0 mg, 68%) as a yellow solid. 1H-NMR (400 MHz, 
CDCl3) δ: 11.91 (1H, s), 9.40 (1H, s), 9.38 (1H, s), 9.05 (1H, s), 8.69 (1H, d, J = 8.8 Hz), 
8.29 (1H, t, J = 4.6 Hz), 7.64 (1H, d, J = 1.5 Hz), 7.39 (1H, dd, J = 8.3, 1.5 Hz), 4.11 (3H, 
s), 3.60-3.59 (2H, m), 2.75-2.63 (10H, m), 2.33 (3H, s), 1.82-1.80 (2H, m). 13C-NMR (100 
MHz, DMSO-D6) δ: 165.4, 158.4, 155.2, 154.3, 153.9, 148.1, 146.7, 132.5, 130.2, 130.0, 
128.5, 119.9, 118.5, 109.8, 56.3, 55.7, 54.8, 52.7, 45.8, 38.0, 26.3. HRMS (ESI-TOF) m/z: 




  Compound 3-1a was synthesized by a similar procedure to 3-1b. The yield was 36%. 
Yellow solid. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 11.83 (1H, s), 9.40 (1H, s), 9.38 (1H, s), 9.05 
(1H, s), 8.63 (1H, d, J = 7.8 Hz), 7.11 (1H, d, J = 2.0 Hz), 7.06 (1H, dd, J = 8.3, 1.5 Hz), 
4.06 (3H, s), 3.73-3.71 (4H, m), 2.44 (4H, br s), 2.34 (3H, s). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-
D6) δ: 168.6, 158.3, 155.2, 154.3, 153.9, 148.3, 146.7, 132.5, 131.3, 128.8, 128.5, 119.6, 





  Compound 3-1c was synthesized by a similar procedure to 3-1b. The yield was 57%. 
Yellow solid. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 11.53 (1H, s), 9.38 (1H, s), 9.35 (1H, s), 9.00 
(1H, s), 8.44 (1H, dd, J = 6.1, 3.1 Hz), 6.58 (2H, dd, J = 6.7, 2.4 Hz), 4.01 (3H, s), 3.23 (4H, 
t, J = 5.2 Hz), 2.61 (4H, t, J = 4.9 Hz), 2.37 (3H, s). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 
157.5, 155.2, 154.2, 153.8, 149.6, 148.3, 145.6, 132.5. 129.1, 120.4, 119.7, 106.7, 99.8, 56.1, 






  To a solution of commercially available 3-methoxy-4-nitrobenzoic acid (3-13) (100 mg, 
0.507 mmol) and 3-(4-methylpiperazin-1-yl)propan-1-amine (159 mg, 1.01 mmol) in DCM 
(5.00 mL) was added HATU (386 mg, 1.01 mmol) at room temperature and stirred at the 
same temperature. After confirming the starting material consumption by LC-MS, the 
reaction mixture was concentrated to give a crude residue. The crude residue was 
purified by column chromatography utilizing NH silica gel (DCM/methanol) to afford 3-
methoxy-N-(3-(4-methylpiperazin-1-yl)propyl)-4-nitrobenzamide (quant). 
Ethanol (3.50 mL) was added to 10% Pd/C (76.0 mg) under a nitrogen atmosphere and 
the flask was filled with hydrogen. A solution of 3-methoxy-N-(3-(4-methylpiperazin-1-
yl)propyl)-4-nitrobenzamide (151 mg, 0.449 mmol) in ethanol (1.00 mL) was added to the 
suspension, filled with hydrogen again and then stirred at 40 °C. After the starting 
material consumption had been confirmed by LC-MS, the reaction mixture was filtered 
with Celite® and concentrated. The obtained residue was purified by column 
chromatography utilizing NH silica gel (DCM/methanol) to afford 3-12b (118 mg, 86%) 
as a light yellow oil. 1H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 7.33 (1H, d, J = 1.5 Hz), 7.28 (1H, dd, 
J = 8.3, 2.0 Hz), 6.70 (1H, d, J = 8.3 Hz), 3.89 (3H, s), 3.39 (2H, t, J = 6.8 Hz), 3.00-2.28 
(10H, m), 2.27 (3H, s), 1.83-1.77 (2H, m). 13C-NMR (100 MHz, CD3OD) δ: 170.4, 147.9, 
142.4, 123.9, 122.1, 114.3, 110.5, 57.3, 56.1, 55.6, 53.7, 45.9, 39.4, 27.4. HRMS (ESI-TOF) 
m/z: [M+H]+ Calcd for C16H27N4O2 307.2134; Found 307.2146. 
 
(4-Amino-3-methoxyphenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone (3-12a) 
Compound 3-12a was synthesized by a similar procedure to 3-12b. The yield was 80% 
(2 steps). Light yellow oil. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.94 (1H, d, J = 1.5 Hz), 6.86 
(1H, dd, J = 8.1, 1.7 Hz), 6.65 (1H, d, J = 8.3 Hz), 3.99 (2H, br s), 3.87 (3H, s), 3.66 (4H, 
br s), 2.41 (4H, br s), 2.32 (3H, s). 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 171.1, 146.8, 138.5, 
124.4, 121.0, 113.4, 110.3, 55.6, 54.6, 45.4. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for 






  A solution of commercially available 4-fluoro-2-methoxy-1-nitrobenzene (3-14) (200 mg, 
1.17 mmol), N-methylpiperazine (154 μL, 1.40 mmol) and Et3N (329 μL, 2.34 mmol) in 
DMA (2.00 mL) was stirred at 150 °C for 15 min utilizing a microwave reactor. The 
solution was purified by column chromatography utilizing NH silica gel (DCM/Methanol) 
to afford 1-(3-methoxy-4-nitrophenyl)-4-methylpiperazine (282 mg, 96%). 
   To a solution of 1-(3-methoxy-4-nitrophenyl)-4-methylpiperazine (200 mg, 0.796 
mmol) in methanol (5.00 mL) was added 10% Pd/C (50.0 mg) under a nitrogen 
atmosphere and then the flask was filled with hydrogen (3 times). The suspension was 
stirred at room temperature for 2 h. After the starting material consumption had been 
confirmed by LC-MS, the reaction mixture was filtered with Celite® and concentrated. 
The obtained residue was purified by column chromatography utilizing NH silica gel 
(DCM/methanol) to afford 3-12c (147 mg, 84%) as a dark brown oil. 1H-NMR (400 MHz, 
DMSO-D6) δ: 6.51-6.48 (2H, m), 6.27 (1H, dd, J = 8.4, 2.6 Hz), 4.19 (2H, s), 3.73 (3H, s), 
2.94-2.93 (4H, m), 2.43-2.42 (4H, m), 2.20 (3H, s). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 147.0, 
143.3, 130.9, 114.2, 108.5, 101.8, 55.2, 54.9, 50.2, 45.8. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ 
Calcd for C12H20N3O 222.1606; Found 222.1618. 
 
N-(2-Methoxy-4-((3-(4-methylpiperazin-1-yl)propyl)carbamoyl)phenyl)-4-oxo-3,4-
dihydrothieno [3,2-d]pyrimidine-7-carboxamide (3-2) 
To a solution of 4-oxo-3,4-dihydrothieno[3,2-d]pyrimidine-7-carboxylic acid (3-11) (15.0 
mg, 0.0760 mmol) and 4-amino-3-methoxy-N-(3-(4-methylpiperazin-1-yl)propyl) 
benzamide (3-12b) (23.0 mg, 0.0760 mmol) in acetonitrile (1.50 mL) was added HATU 
(29.0 mg, 0.152 mmol) and DIPEA (26.0 μL, 0.152 mmol) and stirred at 80 °C. After the 
starting material consumption had been confirmed by LC-MS, the reaction mixture was 
concentrated to give a crude residue. The obtained residue was purified by column 
chromatography utilizing NH silica gel (DCM/methanol) to afford 3-2 (24.0 mg, 65%) as 
a light yellow solid. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ: 12.94 (1H, s), 11.94 (1H, s), 8.92 
(1H, s), 8.54-8.53 (2H, m), 8.45-8.44 (1H, m), 7.54 (1H, d, J = 1.5 Hz), 7.50 (1H, dd, J = 
8.3, 2.0 Hz), 4.03 (3H, s), 3.28-3.26 (4H, br m), 2.42-2.35 (8H, br m), 2.15 (3H, s), 1.71-
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1.64 (2H, m). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 165.4, 158.7, 157.9, 152.9, 148.7, 148.2, 
141.0, 130.3, 130.1, 129.8, 124.3, 119.8, 118.4, 109.7, 56.2, 55.7, 54.7, 52.7, 45.7, 37.9, 
26.3. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C23H29N6O4S 485.1971; Found 485.1995. 
 
Compounds 3-3a~l and 3-4 were synthesized by a similar procedure to 3-2. 
N-(2-Methyl-4-(4-methylpiperazine-1-carbonyl)phenyl)-4-oxo-3,4-dihydrothieno[3,2-
d]pyrimidine -7-carboxamide (3-3a) 
The yield was 28%. White solid. 1H-NMR (600 MHz, TFA-D) δ: 9.33 (1H, s), 9.28 (1H, 
s), 7.55 (1H, d, J = 8.2 Hz), 7.48 (1H, s), 7.42 (1H, d, J = 8.0 Hz), 5.02 (1H, d, J = 14.3 Hz), 
4.15 (1H, d, J = 14.6 Hz), 3.84-3.83 (2H, m), 3.70-3.68 (1H, m), 3.57-3.54 (1H, m), 3.36-
3.34 (1H, m), 3.25-3.22 (1H, m), 3.10 (3H, s), 2.37 (3H, s). 13C-NMR (150 MHz, TFA-D) δ: 
175.3, 163.4, 157.8, 151.3, 145.6, 145.5, 138.7, 137.9, 133.9, 132.2, 129.5, 127.9, 127.8, 
125.7, 56.2, 47.0, 45.7, 42.1, 18.3. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C20H22N5O3S 




  The yield was 56%. White solid. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ: 12.99 (1H, br s), 
11.47 (1H, s), 8.91 (1H, s), 8.48 (1H, s), 8.26 (1H, d, J = 8.2 Hz), 7.36 (1H, d, J = 2.0 Hz), 
7.27 (1H, dd, J = 8.4, 2.0 Hz), 3.40-3.36 (5H, m), 2.34-2.31 (4H, m), 2.20 (3H, s), 1.31 (3H, 
s), 1.30 (3H, s). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 168.9, 158.9, 158.2, 152.8, 148.9, 140.8, 
138.3, 136.2, 131.6, 130.0, 125.1, 124.5, 124.3, 121.6, 54.5, 45.6, 27.5, 22.6. HRMS (ESI-




The yield was 97%. Light yellow solid. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ: 11.26 (1H, s), 
8.86 (1H, s), 8.60 (1H, d, J = 8.3 Hz), 7.57-7.46 (7H, m), 7.26 (1H, d, J = 2.2 Hz), 3.52 (4H, 
br s), 2.32 (4H, br s), 2.19 (3H, s). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 168.4, 158.9, 158.7, 
152.5, 148.1, 140.7, 137.4, 136.9, 132.5, 131.0, 129.7, 129.6, 129.0, 128.9, 127.9, 127.1, 
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The yield was 46%. White solid. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ: 13.02 (1H, s), 11.21 
(1H, s), 8.97 (1H, s), 8.42 (1H, s), 8.20 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.34 (1H, d, J = 1.8 Hz), 7.27 
(1H, dd, J = 8.4, 2.0 Hz), 3.58-3.41 (4H, m), 2.33 (4H, br s), 2.20 (3H, s), 1.86-1.83 (5H, 
m), 1.75-1.72 (1H, m), 1.47-1.44 (4H, m), 1.29-1.23 (1H, m). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-
D6) δ: 168.9, 158.7, 157.3, 152.7, 148.0, 141.4, 137.5, 135.9, 131.8, 130.1, 125.0, 124.5, 
122.1, 54.5, 45.6, 37.7, 32.8, 26.5, 25.6. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for 




The yield was 78%. White solid. 1H-NMR (600 MHz, TFA-D) δ: 9.34 (1H, s), 9.29 (1H, 
s), 8.01 (1H, dd, J = 7.8, 7.8 Hz), 7.42-7.41 (2H, m), 5.02 (1H, d, J = 13.4 Hz), 4.18-4.15 
(1H, m), 3.86-3.85 (2H, m), 3.74-3.73 (1H, m), 3.58-3.55 (1H, m), 3.36-3.28 (2H, m), 3.12 
(3H, s). 13C-NMR (150 MHz, TFA-D) δ: 173.7, 163.2, 158.1, 157.9, 156.4, 151.2, 145.8, 
145.7, 133.7, 128.4, 128.0, 127.7, 126.0, 125.9, 56.1, 47.0, 45.7, 42.1. HRMS (ESI-TOF) 




The yield was 75%. White solid. 1H-NMR (600 MHz, TFA-D) δ: 9.36 (1H, s), 9.26 (1H, 
s), 8.03 (1H, br s), 7.71 (1H, s), 7.53 (1H, br s), 5.02-5.00 (1H, m), 4.14-4.12 (1H, m), 3.93-
3.86 (2H, m), 3.75-3.73 (1H, m), 3.62-3.61 (1H, m), 3.34-3.26 (2H, m), 3.10 (3H, s). 13C-
NMR (150 MHz, TFA-D) δ: 173.7, 163.2, 157.9, 151.4, 145.9, 145.4, 137.1, 133.9, 131.5, 
131.3, 128.8, 128.4, 127.8, 126.1, 55.9, 47.1, 45.7, 42.2. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ 





The yield was 40%. White solid. 1H-NMR (600 MHz, TFA-D) δ: 9.34 (1H, s), 9.24 (1H, 
s), 7.99 (1H, d, J = 8.3 Hz), 7.86 (1H, s), 7.56 (1H, d, J = 8.4 Hz), 5.02-4.99 (1H, m), 4.15-
4.13 (1H, m), 3.88-3.85 (2H, m), 3.73-3.71 (1H, m), 3.57-3.55 (1H, m), 3.36-3.27 (2H, m), 
3.11 (3H, s). 13C-NMR (150 MHz, TFA-D) δ: 173.5, 163.2, 157.9, 151.3, 145.8, 145.3, 138.5, 
134.4, 134.1, 129.4, 128.5, 127.8, 126.1, 121.0, 56.0, 47.0, 45.7, 42.2. HRMS (ESI-TOF) 




The yield was 97%. White solid. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ: 12.53 (1H, br s), 11.56 
(1H, s), 8.85 (1H, s), 8.49 (1H, d, J = 8.1 Hz), 8.37 (1H, s), 7.14 (1H, s), 7.08 (1H, d, J = 
8.6 Hz), 4.00 (3H, s), 3.71 (4H, br s), 3.18 (4H, br s), 2.79 (3H, s). 13C-NMR (100 MHz, 
DMSO-D6) δ: 169.3, 159.1, 157.5, 153.3, 148.8, 148.4, 142.0, 130.6, 130.2, 129.9, 124.9, 
120.4, 119.3, 110.6, 56.8, 52.9, 46.0, 43.0. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for 




The yield was 93%. White solid. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ: 12.99 (1H, br s), 
11.68 (1H, s), 8.94 (1H, s), 8.55 (1H, d, J = 8.4 Hz), 8.33 (1H, s), 7.11 (1H, d, J = 1.6 Hz), 
6.99 (1H, dd, J = 8.4, 1.6 Hz), 4.84-4.74 (1H, m), 3.50 (4H, br s), 2.32 (4H, br s), 2.20 (3H, 
s), 1.40 (3H, s), 1.39 (3H, s). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 168.6, 158.5, 157.3, 152.7, 
147.6, 146.1, 141.4, 131.2, 130.3, 129.8, 124.5, 119.4, 119.3, 112.1, 71.0, 54.5, 45.6, 21.9. 
HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C22H26N5O4S 456.1705; Found 456.1709. 
 
N-(2-((1,1,1,3,3,3-Hexafluoropropan-2-yl)oxy)-4-(4-methylpiperazine-1-
carbonyl)phenyl)-4- oxo-3,4-dihydrothieno[3,2-d]pyrimidine-7-carboxamide (3-3j) 
The yield was 21%. White solid. 1H-NMR (DMSO-D6) δ: 12.91 (1H, br s), 11.69 (1H, s), 
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9.00 (1H, s), 8.66 (1H, d, J = 8.3 Hz), 8.04 (1H, s), 7.62 (1H, s), 7.31 (1H, dd, J = 8.4, 1.6 
Hz), 6.86-6.80 (1H, m), 3.63 (4H, br s), 3.03 (4H, br s), 2.69 (3H, s). 13C-NMR (100 MHz, 
DMSO-D6) δ: 167.9, 158.8, 156.8, 152.5, 146.9, 144.8, 142.2, 130.2, 129.6, 129.5, 128.8, 
124.6, 123.2, 122.6, 120.6, 119.8, 112.8, 52.8, 43.0. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ calcd 
for C22H20F6N5O4S 564.1140; Found 564.1141. 
 
N-(2-(Dimethylamino)-4-(4-methylpiperazine-1-carbonyl)phenyl)-4-oxo-3,4-
dihydrothieno [3,2-d]pyrimidine-7-carboxamide (3-3k) 
The yield was 92%. White solid. 1H-NMR (DMSO-D6) δ: 12.01 (1H, s), 8.89 (1H, d, J = 
1.6 Hz), 8.54 (1H, d, J = 8.4 Hz), 8.50 (1H, s), 7.23 (1H, d, J = 1.8 Hz), 7.13 (1H, dd, J = 
8.3, 1.9 Hz), 3.51 (4H, br s), 2.73 (6H, s), 2.33 (4H, br s), 2.20 (3H, s). 13C-NMR (100 MHz, 
DMSO-D6) δ: 168.7, 158.6, 157.2, 152.9, 147.8, 143.5, 141.4, 134.4, 130.9, 130.5, 124.3, 
122.8, 119.1, 54.5, 45.6, 44.0. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C21H25N6O3S 
441.1709; Found 441.1726. 
 
N-(2-(Ethyl(methyl)amino)-4-(4-methylpiperazine-1-carbonyl)phenyl)-4-oxo-3,4-
dihydrothieno [3,2-d]pyrimidine-7-carboxamide (3-3l) 
The yield was 47%. White solid. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ: 12.47 (1H, br s), 
11.72 (1H, s), 8.85 (1H, s), 8.53 (1H, d, J = 8.6 Hz), 8.29 (1H, s), 7.30 (1H, s), 7.21 (1H, d, 
J = 8.1 Hz), 3.72 (4H, br s), 3.07-2.96 (5H, m), 2.81 (3H, s), 2.70 (3H, s), 1.06 (3H, t, J = 
7.0 Hz). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 168.9, 158.7, 157.1, 152.8, 147.5, 142.5, 141.7, 
136.1, 130.5, 129.5, 124.4, 123.6, 121.2, 119.2, 52.3, 49.4, 42.4, 41.6, 12.3. HRMS (ESI-




The yield was 59%. White solid. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 11.39 (1H, s), 8.84 (1H, 
s), 8.65 (1H, dd, J = 8.3, 1.5 Hz), 8.38 (1H, s), 7.19 (1H, dd, J = 8.1, 7.3 Hz), 7.07 (1H, dd, 
J = 7.3, 1.5 Hz), 4.45-4.39 (1H, m), 4.10-4.06 (1H, m), 3.72-3.69 (1H, m), 3.50-3.32 (2H, 
m), 2.62-2.59 (1H, m), 2.50-2.44 (2H, m), 2.35 (3H, s), 2.30-2.28 (1H, m). 13C-NMR (100 
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MHz, DMSO-D6) δ: 166.4, 158.6, 157.1, 152.5, 147.8, 142.5, 141.8, 132.6, 130.2, 129.9, 
124.5, 123.9, 123.1, 121.2, 76.9, 54.6, 54.1, 46.3, 45.6, 41.0, 22.5, 21.3. HRMS (ESI-TOF) 
m/z: [M+H]+ Calcd for C22H26N5O4S 456.1705; Found 456.1712. 
 
(4-Amino-3-methylphenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone (3-17a) 
  To a solution of commercially available 3-methyl-4-nitrobenzoic acid (3-15a) (500 mg, 
2.76 mmol) and DMT-MM (1.08 g, 3.31 mmol) in acetonitrile (15.0 mL) was added N-
methylpiperazine (365 μL, 3.31 mmol) at room temperature and the mixture was stirred 
at the same temperature. After confirming the starting material consumption by LC-MS, 
the reaction mixture was diluted with DCM and saturated aqueous NaHCO3 and 
extracted with DCM (3 times). The combined organic layer was washed with brine, dried 
over Na2SO4, filtered and concentrated. The obtained crude residue was purified by flash 
column chromatography (DCM/methanol) to afford (3-methyl-4-nitrophenyl)(4-
methylpiperazin-1-yl)methanone (3-16a) (809mg) as a semi pure yellow oil. 
To a solution of semi pure 3-16a (390 mg) in methanol (15.0 mL) was added 10% Pd/C 
(39.0 mg) under a nitrogen atmosphere and then the flask was filled with hydrogen (3 
times). The suspension was stirred at room temperature for 5.5 h and then the mixture 
was filtered with Celite® and concentrated. The obtained residue was purified by flash 
column chromatography (DCM/methanol) to afford 3-17a (286 mg, 2 steps 91%) as a 
colorless amorphous substance. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.18 (1H, s), 7.12 (1H, d, 
J = 8.1 Hz), 6.63 (1H, d, J = 8.1 Hz), 3.79 (2H, br s), 3.66-3.63 (4H, br s), 2.42-2.39 (4H, 
br s), 2.31 (3H, s), 2.17 (3H, s). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 169.9, 148.4, 129.8, 
126.5, 122.3, 120.1, 112.6, 54.9, 54.6, 45.7, 17.3. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for 
C13H20N3O 234.1606; Found 234.1606. 
 
(4-Amino-3-fluorophenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone (3-17b) 
Compound 3-17b was synthesized by a similar procedure to 3-17a. The yield was 79% 
(2 steps). Light brown oil. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.12 (1H, dd, J = 11.4, 1.8 Hz), 
7.05 (1H, dd, J = 8.1, 1.7 Hz), 6.75 (1H, dd, J = 8.4, 8.4 Hz), 3.92 (2H, br s), 3.63 (4H, br 
s), 2.41 (4H, br s), 2.32 (3H, s). 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 169.6, 152.0, 149.6, 136.6, 
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136.5, 126.5, 125.6, 125.5, 124.5, 124.4, 116.1, 116.0, 115.4, 115.2, 55.2, 46.2. HRMS 
(ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C12H17FN3O 238.1355; Found 238.1356. 
 
(4-Amino-3-chlorophenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone (3-17c) 
To a solution of commercially available 3-chloro-4-nitrobenzoic acid (3-15c) (20.0 g, 
99.5 mmol) and DMT-MM (34.5 g, 106 mmol) in acetonitrile (500 mL) was added N-
methylpiperazine (14.8 mL, 124 mmol) at room temperature and stirred overnight at the 
same temperature. The reaction mixture was concentrated and diluted with DCM/Et2O 
= 1/1 (100 mL) to give a white solid. The white solid was collected by filtration and 
dissolved with ethyl acetate and saturated aqueous NaHCO3 and extracted (3 times). 
The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4 and filtered. The filtrate 
was concentrated to give (3-chloro-4-nitrophenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone (3-
16c) (20.0 g, 64%) as a pale yellow solid. 
  To a solution of 3-16c (20.0 g, 69.3 mmol) in ethanol/H2O = 2/1 (250 mL) was added 
iron powder (19.6 g, 350 mmol) and NH4Cl (4.40 g, 82.2 mmol) and the mixture was 
stirred at 80 °C for 1h. The reaction mixture was filtered and the filtrate was 
concentrated to remove ethanol. The obtained aqueous layer was extracted with ethyl 
acetate (3 times). The combined organic layer was washed with brine (2 times), dried 
over Na2SO4 and filtered. The filtrate was concentrated and the obtained residue was 
purified by flash column chromatography (petroleum ether/ethyl acetate) to afford 3-17c 
(15.0 g, 85%) as a white solid. 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.40 (1H, d, J = 1.8 Hz), 7.19 
(1H, dd, J = 1.8, 1.8 Hz), 6.76 (1H, d, J = 8.1 Hz), 4.29 (2H, br s), 3.68 (4H, br s), 2.47 (4H, 
br s), 2.37 (3H, s). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 168.3, 146.2, 128.7, 127.5, 123.4, 




Compound 3-17d was synthesized by a similar procedure to 3-17c. The yield was 99% 
(2 steps). Brown oil. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.53 (1H, s), 7.20 (1H, d, J = 7.8 Hz), 
6.73 (1H, d, J = 7.8 Hz), 4.34 (2H, s), 3.63 (4H, br s), 2.41 (4H, br s), 2.32 (3H, s). 13C-
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NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 168.1, 147.3, 131.9, 128.0, 123.8, 114.1, 106.2, 54.5, 45.6. 
HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C12H17BrN3O 298.0555; Found 298.0553. 
 
(4-Amino-3-bromophenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone (3-18a) 
  To a solution of 2-propanol (115 μL, 1.50 mmol) in DMF (1.50 mL) was added NaH 
(59.9 mg, 1.50 mmol, 60% dispersion in mineral oil) at 0 °C and stirred at the same 
temperature for 20min. (3-fluoro-4-nitrophenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone (3-
16b) (200 mg, 0.748 mmol) was added to the reaction mixture at 0 °C and stirred at room 
temperature. After confirming the consumption of the starting material by LC-MS, the 
reaction mixture was diluted with DCM and sat. NaHCO3 aq. and extracted with DCM 
(3 times). The combined organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4 and 
filtered. The filtrate was concentrated and purified by flash column chromatography to 
give (3-isopropoxy-4-nitrophenyl) (4-methylpiperazin-1-yl)methanone (232 mg) as a 
semi-pure product. The residue was used for the next reaction without further 
purification. 
  To a solution of semi-pure (3-isopropoxy-4-nitrophenyl)(4-methylpiperazin-1-
yl)methanone (232 mg) in methanol (4.00 mL) was added 10% Pd/C (23.0 mg) under a 
nitrogen atmosphere and then the flask was filled with hydrogen (3 times). The 
suspension was stirred at room temperature. After confirming the starting material 
consumption by LC-MS, the mixture was filtered and the filtrate was concentrated. The 
obtained residue was purified by reversed phase column chromatography (ODS, 10 mM 
NH4Cl in H2O/methanol) to afford 3-18a (72 mg, 2 steps 36%) as a colorless oil. 1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) δ: 6.93 (1H, d, J = 1.7 Hz), 6.85 (1H, dd, J = 7.8, 1.7 Hz), 6.66 (1H, d, 
J = 8.1 Hz), 4.61-4.52 (1H, m), 3.98 (2H, br s), 3.65 (4H, br s), 2.41 (4H, br s), 2.32 (3H, 
s), 1.36 (3H, s), 1.35 (3H, s). 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 171.0, 144.7, 139.3, 124.8, 
120.9, 113.8, 113.1, 70.9, 55.1, 46.1, 22.3. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for 






Compound 3-18b was synthesized by a similar procedure to 3-18a. The yield was 47% 
(2 steps). Yellow solid. 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.10 (1H, d, J = 1.2 Hz), 7.03 (1H, 
dd, J = 8.1, 1.8 Hz), 6.73 (1H, d, J = 8.1 Hz), 4.95-4.87 (1H, m), 4.10 (2H, br s), 3.66 (4H, 
br s), 2.45 (4H, br s), 2.35 (3H, s). 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 169.8, 144.2, 139.6, 
125.3, 124.9, 122.6, 119.7, 115.8, 115.4, 55.1, 46.2. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd 
for C15H18F6N3O2 386.1303; Found 386.1313. 
 
(4-Amino-3-(dimethylamino)phenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone (3-18c) 
  To a solution of (3-fluoro-4-nitrophenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone (3-16b) 
(100 mg, 0.374 mmol) in THF (400 µl) was added 2.0 M dimethylamine in THF (374 µL, 
0.748 mmol) and stirred at 35 °C for 16.5 h. The reaction mixture was concentrated and 
the obtained crude residue was purified by flash column chromatography 
(DCM/methanol) to afford (3-(dimethylamino)-4-nitrophenyl)(4-methylpiperazin-1-yl) 
methanone (151mg) as a semi pure yellow oil. 
  To a solution of semi pure (3-(dimethylamino)-4-nitrophenyl)(4-methylpiperazin-1-
yl)methanone (151 mg) in methanol (6.00 mL) was added 10% Pd/C (15.0 mg) under a 
nitrogen atmosphere and then the flask was filled with hydrogen (3 times). The 
suspension was stirred at room temperature for 12 h and then the mixture was filtered 
with Celite® and the filtrate was concentrated. The obtained residue was purified by 
flash column chromatography (DCM/methanol) to afford 3-18c (99.0 mg, 2 steps quant.) 
as a light red oil. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.14 (1H, s), 6.98 (1H, d, J = 7.8 Hz), 6.66 
(1H, d, J = 7.8 Hz), 4.15 (2H, br s), 3.65 (4H, br s), 2.66 (6H, s), 2.41 (4H, br s), 2.32 (3H, 
s). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 169.8, 144.1, 138.4, 123.6, 122.6, 118.7, 113.0, 54.6, 




Compound 3-18d was synthesized by a similar procedure to 3-18c. The yield was 94% 
(2 steps). Light red oil. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.13 (1H, s), 7.00 (1H, d, J = 7.8 
Hz), 6.68 (1H, d, J = 8.1 Hz), 4.19 (2H, br s), 3.65 (4H, br s), 2.89 (2H, q, J = 7.1 Hz), 2.63 
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(3H, s), 2.41 (4H, br s), 2.32 (3H, s), 1.07 (3H, t, J = 7.0 Hz). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-
D6) δ: 169.8, 144.9, 137.3, 123.9, 122.6, 120.1, 113.1, 54.6, 48.5, 45.6, 12.5. HRMS (ESI-
TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C15H25N4O 277.2028; Found 277.2025. 
 
(4-Amino-3-isopropylphenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone (3-19) 
  A solution of (3-chloro-4-nitrophenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone (3-16c) (800 
mg, 2.83 mmol), 4,4,5,5-tetramethyl-2-(prop-1-en-2-yl)-1,3,2-dioxaborolane (665 mg, 3.96 
mmol), K3PO4 (2.10 g, 9,91 mmol), PCy3 (78.0 mg, 0.278 mmol) and PdCl2(dppf) (121 mg, 
0.148 mmol) in toluene/H2O = 20/1 (40.0 mL) was stirred overnight at 110 °C under a 
nitrogen atmosphere. The reaction mixture was diluted with H2O and extracted with 
ethyl acetace (3 times). The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, 
filtered and concentrated. The obtained residue was purified by flash column 
chromatography (petroleum ether/ethyl acetate) to afford (4-methylpiperazin-1-yl)(4-
nitro-3-(prop-1-en-2-yl)phenyl)methanone (700 mg, 86%) as a yellow oil. 
  To a solution of (4-methylpiperazin-1-yl)(4-nitro-3-(prop-1-en-2-yl)phenyl)methanone 
(800 mg, 2.71 mmol) in methanol (30.0 mL) was added 10% Pd/C (200 mg) under a 
nitrogen atmosphere and then the flask was filled with hydrogen (3 times). The 
suspension was stirred at 40 °C for 2 h and then the mixture was filtered with Celite® 
and the filtrate was concentrated. The obtained residue was purified by reversed column 
chromatography (ODS, 10 mM NH4Cl in H2O/methanol) to afford 3-19 (400 mg, 55%) as 
a colorless oil. 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.28 (1H, s), 7.12 (1H, d, J = 9.0 Hz), 6.65 
(1H, d, J = 9.0 Hz), 3.87 (2H, br s), 3.67 (4H, br s), 2.94-2.85 (1H, m), 2.43 (4H, br s), 2.34 
(3H, s), 1.28 (6H, d, J = 6.0 Hz). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 170.1, 147.2, 130.0, 
126.2, 125.1, 122.4, 113.5, 54.6, 45.7, 26.2, 22.2. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for 
C15H24N3O 262.1919; Found 262.1917. 
 
(6-Amino-[1,1'-biphenyl]-3-yl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone (3-20) 
  A solution of (4-amino-3-chlorophenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone 3-17c (500 
mg, 1.98 mmol), phenylboronic acid (338 mg, 2.77 mmol), K3PO4 (840 mg, 3.96 mmol), S-
Phos (82.0 mg, 0.200 mmol) and Pd(OAc)2 (22.0 mg, 0.0980 mmol) in toluene (30.0 mL) 
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was stirred at 100 °C for 2 h under a nitrogen atmosphere. The reaction mixture was 
diluted with H2O and extracted with ethyl acetate (3 times). The combined organic layer 
was washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. The obtained 
residue was purified by flash column chromatography (petroleum ether/ethyl acetate) to 
afford 3-20 (410 mg, 70%) as a colorless oil. 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.51-7.35 (5H, 
m), 7.29 (1H, s), 7.26 (1H, s), 6.76 (1H, d, J = 8.1 Hz), 3.99 (2H, br s), 3.70 (4H, br s), 2.44 
(4H, br s), 2.33 (3H, s). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 169.5, 146.8, 138.8, 130.0, 128.9, 
128.6, 128.2, 127.1, 124.6, 123.0, 114.2, 54.6, 45.6. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd 
for C18H22N3O 296.1763; Found 296.1765. 
 
(4-Amino-3-cyclohexylphenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone (3-21) 
  To a solution of (4-amino-3-bromophenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone (3-17d) 
(1.00 g, 3.36 mmol) in acetonitrile (20.0 mL) was added cyclohexene (2.80 g, 34.0 mmol), 
P(o-Tol)3 (20.0 mg, 65.7 μmol), Et3N (350 mg, 3.47 mmol) and Pd(OAc)2 (7.50 mg, 33.4 
μmol) under a nitrogen atmosphere. The reaction mixture was stirred overnight at 
120 °C and concentrated under reduced pressure. The obtained residue was purified by 
flash column chromatography (DCM/methanol) to give (4-amino-3-
cyclohexenylphenyl)(4-methylpiperazin -1-yl)methanone (300 mg, 30%) as a yellow oil. 
  To a solution of (4-amino-3-cyclohexenylphenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone 
(200 mg, 0.668 mmol) in methanol (20.0 mL) was added 10% Pd/C (20.0 mg) under a 
nitrogen atmosphere and then the flask was filled with hydrogen (3 times). The 
suspension was stirred overnight at room temperature and then the mixture was filtered 
with Celite® and the filtrate was concentrated. The obtained residue was purified by 
reversed column chromatography (ODS, 10 mM NH4Cl in H2O/Methanol) to afford 3-21 
(170 mg, 85%) as an off-white solid. 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.24 (1H, d, J = 1.8 
Hz), 7.13 (1H, dd, J = 6.3, 1.8 Hz), 6.67 (1H, d, J = 8.1 Hz), 3.87 (2H, br s), 3.72 (4H, br 
s), 2.50 (4H, br s), 2.37 (3H, s), 1.92-1.78 (6H, m), 1.47-1.37 (5H, m). 13C-NMR (100 MHz, 
DMSO-D6) δ: 170.1, 147.2, 129.2, 126.2, 125.6, 122.4, 113.5, 54.6, 45.6, 36.4, 32.4, 26.4, 





  To a solution of 2-fluoro-3-nitrobenzoic acid 3-22 (500 mg, 2.70 mmol) and DMT-MM 
(1.06 g, 3.24 mmol) in acetonitrile (13.0 mL) was added N-methylpiperazine (357 μL, 
3.24 mmol) and stirred overnight at room temperature. The mixture was diluted with 
DCM and saturated aqueous NaHCO3 and extracted with DCM (3 times).   The 
combined organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, filtered, and 
concentrated to give a crude residue. The crude residue was purified by flash column 
chromatography (DCM/methanol) to obtain a semi pure product. The semi-pure product 
was purified by reversed phase column chromatography (ODS, 10 mM NH4Cl in 
H2O/methanol) to afford (2-fluoro-3-nitrophenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone 
(722 mg, quant.). 
  To a solution of 2-propanol (138 μL, 1.80 mmol) in DMF (1.20 mL) was added NaH 
(71.8 mg, 1.80 mmol, 60% dispersion in mineral oil) at 0 °C and the mixture was stirred 
at the same temperature for 20 min. A solution of (2-fluoro-3-nitrophenyl)(4-
methylpiperazin-1-yl)methanone (240 mg, 0.898 mmol) in DMF (800 μL) was added to 
the mixture at 0 °C and stirred at room temperature for 5 h. The reaction mixture was 
diluted with DCM and saturated aqueous NaHCO3 and extracted with DCM (3 times). 
The combined organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and 
concentrated to give a crude residue. The crude residue was purified by flash column 
chromatography (DCM/methanol) to obtain a semi-pure product. The semi-pure product 
was purified by reversed phase column chromatography (ODS, 10 mM NH4Cl in 
H2O/methanol) to afford (2-isopropoxy-3-nitrophenyl)(4-methylpiperazin-1-
yl)methanone (119 mg, 43%) 
  To a solution of (2-isopropoxy-3-nitrophenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone (600 
mg, 1.95 mmol) in methanol (20.0 mL) was added 10% Pd/C (60.0 mg) under a nitrogen 
atmosphere and then the flask was filled with hydrogen (3 times). The suspension was 
stirred overnight at room temperature and then the mixture was filtered with Celite® 
and the filtrate was concentrated. The obtained residue was purified by reversed column 
chromatography (ODS, 10 mM NH4Cl in H2O/methanol) to afford 3-23 (345 mg, 63%) as 
a colorless gum. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.93 (1H, dd, J = 7.9, 7.6 Hz), 6.76 (1H, 
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dd, J = 7.9, 1.8 Hz), 6.68 (1H, dd, J = 7.6, 1.5 Hz), 4.33-4.27 (1H, m), 3.98-3.93 (1H, m), 
3.85 (2H, br s), 3.72-3.65 (1H, m), 3.40-3.36 (1H, m), 3.28-3.25 (1H, m), 2.54-2.52 (1H, m), 
2.45-2.41 (2H, m), 2.31 (3H, s), 2.22-2.19 (1H, m), 1.31 (3H, d, J = 6.1 Hz), 1.22 (3H, d, J 
= 6.1 Hz). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 167.4, 142.2, 139.4, 130.4, 124.0, 115.4, 
115.0, 74.9, 54.7, 54.2, 46.2, 45.7, 40.9, 22.5, 22.1. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M +H]+ Calcd 
for C15H24N3O2 278.1868; Found 278.1875. 
 
 
Liver microsomal stability assay 
 
  An aliquot of 1 μM of each compound was incubated with human (or mouse) liver 
microsome (0.5 mg protein/mL) in 50 mM phosphate buffer (pH 7.4) containing 1 mM 
NADPH (the reduced form of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) at 37 °C for 
30 min. After the enzyme reaction was quenched with the addition of a three-fold volume 
of acetonitrile, the reaction mixture was centrifuged at 1500 rpm for 10 min. The 
obtained supernatant was used as a test sample to measure the stability in human (or 
mouse) liver microsome by measuring the compound in the sample using LC-MS/MS.  
 
Expression and purification of TAK1-TAB1 fusion protein for crystallographic structure 
analysis 
 
  The recombinant fusion protein used for crystallization in this study consisted of 
human TAK1 kinase domain (residue 31-303) and TAB1 (residue 468-504) and was 
prepared as described previously1212 (chapter 2). Briefly, the truncated version of TAK1 
fused to the TAB1 segment incorporated an N-terminal His6 tag and a HRV3c protease 
cleavage site, and this was inserted into the bacterial/baculoviral expression vector 
pFastBac1 (Thermo Fisher Scientific). The enzyme was over-expressed in the 
baculovirus expression system using Sf9 insect cells and then purified from the cell 
extract using Ni affinity resin (GE Healthcare). Then the N-terminal His6 tag was 
removed by PreScission protease (GE Healthcare) and the target enzyme was isolated 
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by size-exclusion chromatography on a Superdex 200 26/60 column (GE Healthcare). The 
resulting sample was loaded onto an anion exchange column (HiTrap-Q HP 5mL, GE 
Healthcare) that had been equilibrated with 25 mM Tris, pH 8.0, 5 mM DTT, and 
10%(v/v) glycerol and was then eluted using a linear gradient of 50–300 mM NaCl. 
Fractions of the forward peak corresponding to the non-phosphorylated form, as 
confirmed by SDS-PAGE using Pro-Q Diamond Phosphoprotein Gel Stain (Thermo 
Fisher Scientific), were pooled and stored at −80 °C for crystallization. 
 
Crystallization, data collection and structure determination 
 
The purified TAK1-TAB1 fusion protein samples were concentrated to 3 mg/mL with 
about 0.2 mM of each compound (3-2, 3-3c and 3-4), and crystallization was carried out 
by the hanging-drop vapor diffusion method at 20–21 °C. The reservoir solution consisted 
of 1.7 M sodium potassium phosphate (pH 7.7). Crystals appeared and grew to full size 
within 4-6 days. These crystals were soaked in a solution of 1.7 M sodium potassium 
phosphate (pH 7.7) containing 20% glycerol as a cryoprotectant. X-ray diffraction data 
from crystals of the complex formed from TAK1-TAB1 with ligands 3-2, 3-3c or 3-4 were 
collected at cryogenic temperatures by the synchrotron radiation sources and detectors 
shown in Table 3-3. 
 The diffraction datasets were indexed, integrated, and scaled using the program 
HKL200013 for the complex of TAK1-TAB1 with ligand 3-2 or 3-3c, and using the 
autoPROC program14, XDS15, and Scala16 for the complex of TAK1-TAB1 with 3-4. The 
structure was determined by molecular replacement with the program MolRep17 using 
the published TAK1-TAB1 crystal structure (PDB: 2EVA)12, as a search model. Models 
were built with the program Coot18 and refined with the program Refmac519. The X-ray 
data collection and refinement statistics are shown in Table 3-3. Refined X-ray 
coordinates and structure factors of TAK1-TAB1 in complex with ligands 3-2, 3-3c, and 







  To calculate the volume of the R2 group of thienopyrimidinone analogs, the initial 
conformations of the R2 groups were manually modeled by changing the R2 group of 3-3c 
(benzene ring) to each R2 group. The conformations were optimized in the crystal 
structure of TAK1/3-3c complex (PDB: 5JGA) by the program Discovery Studio, v4.1 
BioVia, San Diego, CA, USA with the TAK1 3D structure fixed. Volume of the R2 group 
was calculated by using the protocol “Calculate Molecular Properties” of Discovery 
























Table 3-3. X-ray data collection and refinement statistics a 
Ligand 3-2 3-3c 3-4 
PDB entry 5JGB 5JGA 5JGD 
Data collection    
Beam line 
X10SA 
at Swiss Light Source 
AR-NW12A 
at Photon Factory  
BL17A 
at Photon Factory 
Detector MarResearch MX-225 ADSC Quantum 210r ADSC Quantum 270 
Space group I 222 I 222 I 222 
Unit Cell    
a,b,c (Å) 58.71, 134.97, 143.17 58.01, 133.80, 141.37 58.17, 133.67, 141.11 
α,β,γ (°) 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 
Resolution (Å) 98–2.8 (2.85–2.80) 97–2.0 (2.07–2.00) 97–3.1 (3.27–3.10) 
Total reflections 51,846 261,193 73,381 
Unique reflections 13,809 36,658 10,345 
Completeness (%) 95.7 (50.4) 97.8 (87.9) 100.0 (100.0) 
Rmerge b (%) 0.103 (0.456) 0.067 (0.542) 0.112 (0.498) 
Refinement    
Resolution (Å) 72–2.8 97–2.0 97–3.1 
Reflections 12,901 34,824 9,823 
R factor c / Rfree d (%) 20.1 / 24.4 19.5 / 22.1 18.1 / 21.5 
rms deviation from ideal    
Bond lengths (Å) 0.008 0.010 0.008 
Bond angles (°) 1.206 1.353 1.237 
  a; Values in parentheses are for the highest-resolution shell 
b; Rmerge = ∑hkl∑j|Ij (hkl) − 〈I (hkl)〉|/∑hkl∑j|Ij (hkl)|, where Ij (hkl) and 〈I (hkl)〉 are the intensity of measurement 
 j and the mean intensity for the reflection with indices hkl, respectively. 
c; R factor = ∑hkl||Fobs(hkl)| − |Fcalc(hkl)||/∑hkl|Fobs(hkl)|,where Fobs and Fcalc are the observed and calculated structure factor amplitudes, respectively. 
d; Rfree is calculated with 5% of the reflection randomly set aside. 
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第 4 章 





















 本章においては、TAK1 において第 3 章で述べた活性の高い Type I 阻害剤を用いて、新たな




Figure 4-1: Outline of a converting method from our type I inhibitor (3-3c) into designed type II (2-2) 
and c-helix-out inhibitors (4-2, 4-3, and 4-4). 
  
４－２ Type II 阻害剤 4-1 および c-helix out 阻害剤 4-2~4 の合成 
 Type II 阻害剤 4-1 および c-helix out 阻害剤 4-2~4 の共通中間体である化合物 4-5 は第 3
章で既に記載済の aniline 3-18a と市販の 2-bromothiazole-4-carboxylic acid を縮合すること
により収率 83%で合成した。Type II 阻害剤(4-1)に関しては、得られた 4-5 と市販の m-
aminophenylboronic acid との Suzuki-Miyaura coupling1, 2 により化合物 4-6 へと収率 51%
で誘導したのち、得られた aniline 部位を phenylisocyanate により urea 化することにより Type 
II 阻害剤である 4-1 を収率 76%で得ることに成功した。一方、c-helix out 阻害剤 4-2~4 の合成
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に関しては、Type II 阻害剤の合成と同様に、共通中間体である 4-5 と市販の m-
(methoxycarbonyl)phenylboronic acid との Suzuki-Miyaura coupling1, 2を行い収率 85％で
望むエステル体を得た後、エステル部分を加水分解することで定量的にカルボン酸体4-7を得た。
その後、得られたカルボン酸 4-7 に対し、種々の aniline を縮合することで、望む c-helix-out 阻
害剤 4-2~4 を収率 57-81%(average 63%)で得ることに成功した。 
 
 
Scheme 4-1: Synthesis of type II inhibitor 4-1 and c-helix-out inhibitors 4-2~4. Reagents and conditions: 
(a) 2-bromothiazole-4-carboxylic acid, HATU, DIPEA, acetonitrile, room temperature, 83%; (b) m-
aminophenylboronic acid, Pd(OAc)2, S-Phos, K3PO4, Toluene, 100 °C , 51%; (c) Phenylisocyanate, THF, 
60 °C , 76%; (d) m-(methoxycarbonyl)phenylboronic acid, Pd(OAc)2, S-Phos, K3PO4, Toluene, 100 °C , 
85%; (e) 2M aqueous LiOH, THF, quant.; (f) aniline, 2-aminopyridine, or 3-aminopyridine, HATU, 
DIPEA, solvent, 4-2: 59%, 4-3: 57%, and 4-4: 81%. 
 
４－３ Type I 阻害剤 3-3c から Type II 阻害剤 4-1 の変換手法の開発 
 Type I 阻害剤 3-3c (IC50=2.3 nM)を scaffold とし、新たな Type II 阻害剤へと転換する手法と
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して、Type I 阻害剤 3-3c と DFG-in conformation である TAK1 との X-ray 構造情報と第 2 章
で述べた Type II の multi kinase 阻害剤である 2-2 (Kd=12nM)と DFG-out conformation で
ある TAK1 との X-ray 構造情報を重ね合わせることで、新たな chemical class の Type II 阻害
剤を見出すことを計画した。幸運にも2-2とTAK1との複合体結晶を得ることに成功し、そのX-ray
構造解析を行うことが出来た（既に、2 つのグループにより TAK1 の DFG-out の conformation
の X-ray 情報は公開されている 3, 4 が、研究開始当時、その情報はまだ、公開されておらず in-
house で DFG-out の TAK1 の X-ray 情報を取得する必要があった。）。 
 まず、Type I 阻害剤である 3-3c と DFG-in conformation である TAK1 との結合様式について
X-ray 構造解析の結果を簡単に述べる (Figure-4-2 (a))。Hinge 部位において、3-3c の
thienopyrimidinone 環 7 位にあるカルボニル基と TAK1 の Ala107 の主鎖アミドの NH 部位と
の距離は 2.7Åであり、hinge 部位で１つの水素結合を有していると考えられる。また、
thienopyrimidinone 環 4 位にある DFG loop に近い位置に存在するカルボニル基と結晶水との
距離は 2.6Åであり、その結晶水と Glu77 の側鎖カルボニル基および Asp175(DGF)の主鎖アミ
ドNH基との距離はそれぞれ、2.7Å、2.9Åであった。したがって、thienopyrimidinone環４位に
存在するカルボニル基が結晶水を介して TAK1 の Glu77、Asp175 と強固な水素結合を形成し、
望ましい活性を発現していると考えられる。さらに thienopyrimidinone 環 3 位のアミド NH 基と
DFG である Asp175の側鎖との距離は 2.9Åであり、この部分でもさらに Asp175 との水素結合が
存在していると考えられる。加えて、thienopyrimidinone 環 5 位の S 原子と gate keeper である
Met104 の側鎖との距離は 3.8Åであることから、この部分での弱い hydrophobic な相互作用も
考えられる。まとめると、3-3c は Ala107、Glu77、Asp175 と直接的あるいは結晶水を介して水素
結合を形成し、Met104 と弱い hydrophobic な相互作用を持つことで高い TAK1 阻害活性
(IC50=2.3 nM)を有していると考察している。 
 次に、Type II 阻害剤である 2-2 と DFG-out conformation の TAK1 との結合様式について X-
ray 構造解析の結果を簡単に述べる(Figure 4-2 (b))。Type I 阻害剤とは対照的に 2-2 は DFG
部位の構造を大きく動かしていることが分かる。また、それにより DFG-out conformation を取る
kinase においてよく知られている ATP binding site に隣接する新たな hydrophobic な pocket
が生じている。化合物 2-2 はその pocket を利用して TAK1 と結合していた。2-2 の urea 基は
DFG loop の近傍に位置し、2 つの urea の NH 基と Glu77 の側鎖カルボニル基との距離はいず
れも 2.9Åであり、urea のカルボニル基と DFG の Asp175 の主鎖のアミド NH 基との距離は 3.0




pocket の空間を埋めるように存在しており、この部分で hydrophobic な相互作用を形成している
と推定される。続いて、hinge 部位では、2-2 の pyrrol 環上の NH 基と Ala107 の主鎖アミドのカ
ルボニル基との距離は 3.1Åであり、pyridine 環上の N 原子と Ala107 の主鎖アミドの NH 基と
の距離は 2.9Åであった。このことから、2-2 は Type I 阻害剤である 3-3c とは異なり、hinge 部位
で 2 本の水素結合で TAK1 に結合していると考えている。 
 上述してきたとおり、TAK1 の DFG-in および DFG-out の異なる 2 つの conformation とそれ
らに結合する阻害剤の X-ray 構造情報が利用できる環境が整ったため、Type I 阻害剤である 3-
3c を scaffold として、Type II 阻害剤である 2-2 と重ね合わせ、新たな Type II 阻害剤として期待
できる 4-1 を設計した(Figure 4-2 (c))。まず、3-3c の thienopyrimidinone 環は TAK1 の DFG-
out conformation においては DFG の Phe176 との静電的な反発が起こることが予測された。そ
れを回避するため 3-3c の thienopyrimidinone 環を phenylthiazole へと変換することとした。
Thienopyrimidinone 環の 1 位 N 原子は 7 位のアミドの NH 基と分子内水素結合を形成するこ
とで、平面性を保持して、活性コンホメーションを安定化している。そこで、この平面性を維持する
ため、phenylthiazole の thiazole 環上の N 原子を、thienopyrimidinone 環の 1 位 N 原子の
代わりとして用い、3-3c が有している平面性を保つことが出来ると考えたためである。続いて、
phenylthiazole のフェニル基のメタ位に urea 基を導入し、末端ベンゼン環を配置した。これは対
応する 2-2 の urea 部分との重なりが非常によかったためであり、Asp175、 Glu77 との水素結合
による相互作用を期待した。さらに末端ベンゼン環も 2-2 のナフタレン環部位との重なりが比較的
よかったため、DFG-out conformation で生じる新たな hydrophobic な pocket との相互作用を
獲得できることを期待したためである。 
 上記のような戦略でデザインした 4-1 を実際に合成し、活性を評価したが、阻害活性は十分なも
のではなかった(IC50=260 nM)。しかし、幸運にも 4-1 と TAK1 との複合体の結晶を取得し、X-
ray 構造解析を行うことができた。その結果、望むように 4-1 は TAK1 の DFG-out の
conformation に結合していることが明らかとなった。実際、4-1 は TAK1 の DFG 部位を動かし、
2-2 で確認されていたような新たな hydrophobic な pocket が生じていた(Figure4-2 (d))。詳細に
4-1 と TAK1 の結合様式を X-ray 構造解析の結果から見てみると、4-1 の DFG loop の近傍に位
置する urea 部分は 2-2 の場合と同様に、Glu77 と DFG の Asp175 と水素結合を形成しているこ
とが示唆された。具体的には、ureaの 2つの NH基とGlu77の側鎖カルボニル基との距離は 2.9
Åであり、urea のカルボニル基と DFG の Asp175 の主鎖アミド NH 基との距離が 3.0Åであっ
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た。したがって、4-1 も 2-2 と同様に urea 基が Glu77 と Asp175 と 3 つの水素結合を形成して
TAK1 と結合していると考察している。また、4-1 の末端の benzene 環は新たに生じた
hydrophobic な pocket を埋めるように配置されていて、TAK1 と hydrophobic な相互作用に寄
与していると考えている。また、hinge 部位に関しては、thiazole 環に直結しているカルボニル基と
Ala107 の主鎖アミド NH 基との距離は 2.9Åであり、予想した通り 3-3c と同様 hinge 部位で 1 つ
の水素結合を形成していると考えられる。また、thiazole の S 原子と gate keeper の Met104 の
側鎖との距離は 3.7Åであり、弱い hydrophobic な相互作用を TAK1 と形成していると考えられ
る。以上のように TAK1 においてこの手法は Type I 阻害剤から新たな chemical class の Type 





Figure 4-2: (a) X-ray crystal structure of 3-3c as a type I inhibitor in TAK1 (PDB code: 5JGA). 3-3c is 
shown as a ball and stick model colored by element type (C in magenta, O in red, N in blue, S in yellow). 
Amino acid residues of TAK1 that interact with compound 3-3c are shown as stick models colored by 
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element type with the same colors, except for C in light green. A representative crystallographic water 
is depicted as a red sphere. The key interactions are depicted as dotted lines. (b) X-ray crystal structure 
of 2-2 as a type II inhibitor in TAK1 (PDB code: 5GJD). 2-2 is shown as a ball and stick model colored 
by element type (C in orange, O in red, N in blue, S in yellow). Amino acid residues of TAK1 that interact 
with 2-2 are shown as stick models and shown in the same colors except for C, which is cyan in TAK1. 
The key hydrogen bonding interactions are depicted as dotted lines. (c) Designed compound 4-1, which 
was generated by superimposing TAK1 type I and type II inhibitors (3-3c and 2-2). 2-2 is shown as a 
ball and stick model colored by element type (C orange, O in red, N in blue, S in yellow) and 4-1 is 
shown in the same colors except for C, which is light green. (d) X-ray crystal structure of 4-1 as a new 
type II inhibitor in TAK1 (PDB code: 5GJF). 4-1 is shown as a ball and stick model colored by element 
type (C in magenta, O in red, N in blue, S in yellow). Amino acid residues of TAK1 that interact with 4-
1 are shown as stick models colored by element type with the same colors except for C, which is cyan in 
TAK1. The key hydrogen bonding interactions are depicted as dotted lines. 
 
４－４ Type I 阻害剤 3-3c から c-helix-out 阻害剤 4-2~4 の変換手法の開発 
 Type I 阻害剤から c-helix-out 阻害剤へと変換する手法として、既に報告されている b-Raf 
kinase とその c-helix-out 阻害剤の X-ray 情報を利用し、SBDD により新たな chemical class
の TAK1 c-helix-out 阻害剤を創製することを考えた。b-Raf を用いた理由としては、TAK1 と b-
Raf は Sugen の kinase tree において非常に近い位置に位置しているので 5、これらの kinase
は似た性質を有していると考えたためである。研究開始時はいくつかの ligand と b-Raf との共結
晶構造が解かれており、なかでも b-Raf が c-helix-out の conformation をとることは
PLX4032(PDB code:3OG7)に代表されるような阻害剤との X-ray 構造解析の結果から明らかで
あった。6 一方、TAK1 が c-helix-out conformation をとりうる kinase であるかどうかに関しては
不明であったため、TAK1 も b-Raf と同様に c-helix-out conformation をとることが出来ると想定
し、PLX4032(PDB code:3OG7)と b-Raf の X-ray 構造解析の結果を利用して SBDD により新た
な TAK1 c-helix-out 阻害剤を創製することとした。 
 以下、具体的な化合物設計について述べる。４－３で前述した Type I 阻害剤から新たな Type 
II 阻害剤を創製した手法と同様に、3-3c を scaffold とし、b-Raf c-helix-out conformation 中で
の PLX4032 との重ね合わせを行うことで、新たな TAK1 c-helix-out 阻害剤と期待できる 4-2~4
をデザインした (Figure 4-3 (b))。 まず、PLX4032 と b-Raf との DFG loop 近傍での相互作用
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について説明する。PLX4032 と b-Raf との共結晶の X-ray 情報から PLX4032 は確かに b-
Raf c-helix-out conformation に結合していた。すなわち、PLX4032 の propyl 基が b-Raf
の c-helix loop を動かし、Lys483 と Glu501 で形成する salt bridge を崩しており、新たな
hydrophobic な pocket を作り出していた。さらに、その propyl 基と Phe596 の側鎖ベンゼ
ン環との距離は3.6 Åであり、新たに生じたこのpocketでPLX4032はb-Rafとhydrophobic
な相互作用を形成していることが確認できた。また、この X-ray 情報から、PLX4032 の
sulfonamide 基の O 原子と b-Raf の DFG 部位である Phe595 および Gly596 の主鎖アミド
の NH 基との距離はそれぞれ、3.0 Å あるいは 2.6 Å であり、PLX4032 が b-Raf とこの部
分で 2 本の水素結合を形成していることを意味している。以上の知見をもとにして、Type 
II 阻害剤を創製した際と同様、3-3c の thienopyrimidinone 環を phenylthiazole へと変換し、
phenylthiazole のベンゼン環のメタ位に pyridine アミドを導入した 4-3 をデザインした。その理
由は、以下の 3 点を期待したからである。①4-3 の pyridine 環が b-Raf の Phe596 に対応する
TAK1 の Phe176 の側鎖ベンゼン環とπ-π相互作用を形成することを期待した。②pyridine 
amide 部位が PLX4032 の sulfonamide 基の O 原子を mimic することを期待した。より詳
細に述べると、pyridine 環上の N 原子が TAK1 の Gly177（b-Raf では Gly596 に対応）の
主鎖アミド NH 基と、pyridine amide のカルボニル基が TAK1 の Phe176（b-Raf では
Phe595 に対応）の主鎖アミド NH 基とそれぞれ水素結合による相互作用を形成することを
期待した。③pyridine amide のカルボニル基と TAK1 の Lys63 の側鎖アミノ基との相互作
用も期待した。これは、モデル上、対応する b-Raf の Lys483 の側鎖アミノ基と PLX4032
の sulfonamide 基の O 原子との距離よりも近接することが想像できたからであり、
PLX4032 の場合とは異なる新たな相互作用を獲得できると考えたためである。 
実際に化合物を合成し、評価したところ、化合物 4-2 に関して、TAK1 阻害活性は弱いが
(IC50=610 nM)、幸運なことに TAK1 の共結晶を得ることに成功し、X-ray 構造解析を実施するこ
と出来た。その結果、期待した通り、4-2 は TAK1 の c-helix-out conformation を誘起し、結合し
ていることを明らかにすることが出来た (Figure 4-3 (c))。このように TAK1 の c-helix-out 
conformation に関して X-ray 結晶構造を明らかにしたのは世界で初めての報告である。以下 4-
2 の結合様式について詳細に述べる。4-2 は TAK1 の ATP binding site に DFG-in の
conformation で結合しているが、c-helix loop を動かすことで新たな hydrophobic な pocket を
形成しており、Lys63 と Glu77 で形成する salt bridge を崩している。その様子は PLX4032
が b-Raf の c-helix-out conformation に結合している場合と同様であった。DFG 近傍の相互作
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用に着目すると、新たに生じた hydrophobic な pocket では 4-2 の末端のベンゼン環が占めるよ
うに配置されていて、4-2 のベンゼン環と DFG である Phe176 の側鎖ベンゼン環との距離は 3.6 
Å であることから、この部分でπ-π相互作用を形成していると考えている。さらに 4-2 のカルボ
ニル基の O 原子と Lys63 の側鎖アミノ基との距離は 2.7Å であり、期待通り新たに水素結合を獲
得したと考えている。次に hinge 領域では、4-2 の thiazole 環に隣接したカルボニル基の O 原子
と Ala107 の主鎖アミド NH 基との距離は 2.7 Å であり、3-3c や 4-1 と同様に水素結合を形成して
いると考えられる。最後に、gate keeper 近傍では thiazole 環の S 原子と Met104 の側鎖との距
離は 4.0 Å であり、弱い hydrophobic な相互作用を形成していると考えている。 
化合物 4-3、4-4 に関しては TAK1 阻害活性(IC50値)はそれぞれ 900 nM および、110 nM で
あり、いずれも TAK1 との共結晶を得ることは出来なかった。しかし、4-2 と同様に TAK1 の c-
helix-out conformation に結合していると想定している。4-2~4 の阻害活性を比較すると最も活
性が高いものは 4-4であるが、これは 4-4の pyridine環上のN原子がTAK1のDFGの Gly177
の主鎖アミドの NH 基と水素結合を形成したためと考えている。今回得られた 4-2 と TAK1 との X-
ray 構造解析の結果からはこの Gly177 をはっきりと確認することは出来なかったが 4-2 の末端の
ベンゼン環と Gly177 が近い場所にあることは間違いなく、4-4 の場合には PLX4032 のスルホン
アミド基の O 原子と b-Raf の Gly596 のケースと同様に、pyridine 環の N 原子の近くに Gly177
が存在することで、水素結合を形成していると考えている。一方で 4-2 はこの部分に N 原子を有さ
ないために上記のような水素結合を取ることができない。また 4-3 に関しては 4-4 と同様に N 原子
を有しているものの、4-3 の DFG loop 近傍に存在するアミド NH 基と分子内水素結合を形成し、
安定化してしまうことで acceptor として TAK1 に結合する能力が減弱してしまうため 4-4 と比較し
て活性が低下したのではないかと考察している。以上述べてきたように TAK1 においてこの手法を
用いることで Type I 阻害剤から新たな c-helix-out 阻害剤へと導くことができた。また、この手法は





Figure 4-3: (a) Structure of PLX4032 and our designed compound 4-3. (b) Superimposition of our 
designed compound 4-3 onto PLX4032 in b-Raf (PDB code: 3OG7). 4-3 was generated by 
superimposition of the TAK1 type I inhibitor 3-3c (PDB code: 5JGA) and a b-Raf c-helix-out inhibitor, 
PLX4032. PLX4032 is shown as a ball and stick model colored by element type (C in orange, O in red, 
N in blue, S in yellow, F in light blue, Cl in light green) and 4-3 is shown in the same colors except for 
C, which is cyan. Amino acid residues of b-Raf that interact with PLX4032 are shown as stick models 
colored by element type with the same colors except for C, which is light green in b-Raf. The key 
hydrogen bonding interactions are depicted as dotted lines. (c) X-ray crystal structure of 4-3 as a new 
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c-helix-out inhibitor in complex with TAK1 (PDB code: 5GJG). 4-3 is shown as a ball and stick model 
colored by element type (C in dark green, O in red, N in blue, S in yellow). Amino acid residues of TAK1 
that interact with 4-3 are shown as stick models colored by element type with the same colors except 
for C, which is magenta in TAK1. The key hydrogen bonding interactions are depicted as dotted lines. 
 
４－５ まとめ 
 本章では、TAK1 において第 3 章で述べた活性の高い Type I 阻害剤を用いて、新たな Type 
II あるいは c-helix-out 阻害剤を SBDD を用いて創製する手法について述べてきた。実際に新
規の Type II 阻害剤として 4-1 を c-helix-out 阻害剤として 4-2~4 をデザインし、評価した。X-ray
構造解析の結果、期待通り、4-1 は TAK1 の DFG-out conformation に結合しており、Type II
阻害剤であることが確認され、4-2 は TAK1 の ATP binding site に DFG-in の conformation で
結合し、さらに c-helix loop を動かした、いわゆる c-helix-out 阻害剤として結合していることが明
らかとなった。特に TAK1 の c-helix-out の構造情報は未だ報告例は無く世界初である。今回見























  To a solution of commercially available 2-bromothiazole-4-carboxylic acid (557 mg, 2.68 
mmol) in acetonitrile (15.0 ml) was added HATU (1.53 g, 4.02 mmol), DIPEA (936 μL, 
5.36 mmol) and (4-amino-3-isopropoxyphenyl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanone 3-18a 
(743 mg, 2.68 mmol) and stirred at room temperature for 3 h. After evaporation to 
remove acetonitrile, the obtained residue was purified by column chromatography 
utilizing NH silica gel (hexane/ethyl acetate) to afford 4-5 (1.04 g, 83%) as a light yellow 
oil. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ: 9.78 (1H, s), 8.50 (1H, s), 8.36 (1H, d, J = 8.1 Hz), 
7.14 (1H, s), 7.02 (1H, d, J = 8.1 Hz), 4.78-4.72 (1H, m), 3.48 (4H, br s), 2.32 (4H, br s), 
2.20 (3H, s), 1.36 (6H, d, J = 5.9 Hz). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 168.4, 156.7, 
148.8, 145.9, 137.2, 131.7, 130.0, 128.9, 119.8, 118.5, 112.8, 71.8, 54.4, 45.6, 21.8. HRMS 
(ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C19H24BrN4O3S 467.0753; Found 467.0760. 
 
2-(3-Aminophenyl)-N-(2-isopropoxy-4-(4-methylpiperazine-1-carbonyl)phenyl)thiazole-
4- carboxamide (4-6) 
  A solution of 4-5 (110 mg, 0.235 mmol), m-aminophenylboronic acid (64.5 mg, 0.471 
mmol), K3PO4 (175 mg, 0.824 mmol), Pd(OAc)2 (5.28 mg, 23.5 μmol) and S-Phos (19.3 mg, 
47.0 μmol) in toluene (2.50 mL) was stirred at 100 °C  for 8 h under a nitrogen 
atmosphere. After the filtration with Celite®, the obtained filtrate was evaporated and 
the residue was purified by column chromatography utilizing NH silica gel (hexane/ethyl 
acetate) to afford a semi pure product. After that, reversed column chromatography 
(ODS, 10 mM NH4OAc H2O/ methanol) was conducted to give 4-6 (57.0 mg, 51%) as a 
white amorphous. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ: 10.16 (1H, s), 8.48 (1H, s), 8.45 (1H, 
d, J = 8.6 Hz), 7.20-7.16 (4H, m), 7.04-7.03 (1H, m), 6.75-6.74 (1H, m), 5.40 (2H, br s), 
4.80-4.79 (1H, m), 3.51 (4H, br s), 2.33 (4H, br s), 2.20 (3H, s), 1.42 (6H, d, J = 5.9 Hz). 
13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 168.7, 168.5, 158.0, 149.6, 149.5, 145.7, 132.6, 131.3, 
129.8, 129.2, 124.9, 119.8, 118.0, 116.6, 113.3, 112.6, 111.3, 71.7, 54.4, 45.6, 21.8. HRMS 
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  A solution of 4-6 (20.0 mg, 0.0417 mmol) and phenyl isocyanate (22.6 μL, 0.209 mmol) 
in THF (200μL) was stirred at 60 °C  for 30min. The reaction mixture was evaporated 
and the obtained residue was purified by reversed column chromatography (0.1% 
HCOOH H2O/0.1% HCOOH acetonitrile) to afford 4-1 (19.0 mg, 76%) as a light yellow 
amorphous. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ: 10.11 (1H, s), 8.94 (1H, s), 8.77 (1H, s), 
8.55 (1H, s), 8.47-8.46 (2H, m), 7.65 (1H, d, J = 8.1 Hz), 7.50-7.47 (3H, m), 7.38 (1H, d, J 
= 8.6 Hz), 7.31-7.29 (2H, m), 7.14 (1H, s), 7.03-6.98 (2H, m), 4.79-4.78 (1H, m), 3.50 (4H, 
br s), 2.33 (4H, br s), 2.20 (3H, s), 1.40 (6H, d, J = 5.9 Hz). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-
D6) δ: 168.5, 168.0, 157.9, 152.5, 149.7, 145.7, 140.7, 139.5, 132.6, 131.4, 129.8, 129.1, 
128.7, 125.6, 122.0, 120.9, 119.7, 118.3, 118.1, 115.9, 112.4, 71.7, 54.5, 45.6, 21.7. HRMS 
(ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C32H35N6O4S 599.2441; Found 599.2455. 
 
3-(4-((2-Isopropoxy-4-(4-methylpiperazine-1-carbonyl)phenyl)carbamoyl)thiazol-2-
yl)benzoic acid (4-7) 
A solution of 4-5 (250 mg, 0.535 mmol), m-(methoxycarbonyl)phenylboronic acid (193 mg, 
1.07 mmol), K3PO4 (397 mg, 1.87 mmol), Pd(OAc)2 (12.0 mg, 53.5 μmol), and S-Phos (43.9 
mg, 10.7 μmol) in toluene (5.40 mL) was stirred at 100 °C for 4 h under a nitrogen 
atmosphere. After the reaction mixture was filtered and the filtrate was concentrated, 
the obtained crude residue was purified by column chromatography utilizing NH silica 
gel (hexane/ethyl acetate) to afford methyl 3-(4-((2-isopropoxy-4-(4-methylpiperazine-1-
carbonyl)phenyl) carbamoyl)thiazol-2-yl)benzoate as a light yellow amorphous (237 mg, 
85%). 1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ: 10.14 (1H, s), 8.64 (1H, s), 8.62 (1H, s), 8.47 (1H, 
d, J = 8.1 Hz), 8.28 (1H, d, J = 7.5 Hz), 8.14 (1H, d, J = 7.5 Hz), 7.74 (1H, dd, J = 7.7, 7.7 
Hz), 7.17 (1H, s), 7.04 (1H, d, J = 7.0 Hz), 4.84-4.82 (1H, m), 3.93 (3H, s), 3.49 (4H, br s), 
2.33 (4H, br s), 2.20 (3H, s), 1.45 (6H, d, J = 5.9 Hz). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) 
δ:168.5, 166.5, 165.5, 157.7, 149.9, 146.6, 145.7, 132.4, 131.4, 131.2, 130.8, 130.1, 129.1, 
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126.2, 125.9, 119.8, 118.0, 112.5, 71.7, 54.4, 52.5, 45.6, 21.8. HRMS (ESI-TOF) m/z : [M-
H]+ Calcd for C27H31N4O5S 523.2015; Found 523.2029. 
To a solution of methyl 3-(4-((2-isopropoxy-4-(4-methylpiperazine-1-carbonyl)phenyl) 
carbamoyl)thiazol-2-yl)benzoate (100 mg, 0.191 mmol) in THF (1.00 mL) was added 2M 
aqueous LiOH. (480 μL, 0.960 mmol) and stirred at room temperature for 7 h. After the 
addition of HCOOH (73.0 μL, 1.91 mmol) and evaporation, the obtained residue was 
purified by reversed column chromatography (ODS, 0.1% HCOOH H2O/0.1% HCOOH 
acetonitrile) to afford 4-7 (98.0 mg, quant.) as a white solid. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-
D6) δ: 10.17 (1H, s), 8.66 (1H, s), 8.60 (1H, s), 8.48 (1H, d, J = 8.1 Hz), 8.24 (1H, d, J = 7.5 
Hz), 8.11 (1H, d, J = 7.5 Hz), 7.71 (1H, dd, J = 7.7, 7.7 Hz), 7.16 (1H, s), 7.04 (1H, d, J = 
8.1 Hz), 4.82-4.81 (1H, m), 3.50 (4H, br s), 2.35 (4H, br s), 2.22 (3H, s), 1.43 (6H, d, J = 
5.9 Hz). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 168.5, 166.7, 166.6, 157.8, 149.8, 145.7, 132.4, 
132.2, 131.5, 131.3, 130.5, 129.9, 129.2, 126.4, 126.0, 119.8, 117.9, 112.5, 71.7, 54.4, 45.5, 




 To a solution of 4-7 (20.0 mg, 39.3 μmol) and aniline (3.7 mg, 39.3 μmol) in acetonitrile 
(200 μL) was added HATU (16.4 mg, 43.2 μmol) and DIPEA (10.3 μL, 59.0 μmol) and 
stirred at 80 °C. After the starting material consumption had been confirmed by LC-MS, 
the reaction mixture was concentrated to give a crude residue. The crude residue was 
purified by preparative TLC (DCM/methanol) to afford a semi-pure solid. The solid was 
washed with H2O to give 4-2 (13.6 mg, 59%) as a white solid. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-
D6) δ: 10.51 (1H, s), 10.21 (1H, s), 8.63 (1H, s), 8.61-8.58 (1H, m), 8.47 (1H, d, J = 8.2 Hz), 
8.24-8.22 (1H, m), 8.11-8.08 (1H, m), 7.81-7.72 (3H, m), 7.39-7.37 (2H, m), 7.14-7.12 (2H, 
m), 7.03 (1H, d, J = 8.2 Hz), 4.77-4.75 (1H, m), 3.50 (4H, br s), 2.33 (4H, br s), 2.21 (3H, 
s), 1.34 (6H, d, J = 5.9 Hz). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 168.5, 166.9, 164.9, 157.8, 
149.8, 145.7, 139.0, 136.5, 132.1, 131.3, 130.1, 129.6, 129.2, 129.1, 128.6, 126.1, 125.1, 
123.8, 120.3, 119.8, 118.0, 112.4, 71.5, 54.3, 45.4, 21.7. HRMS (ESI-TOF) m/z : [M+H]+ 




Both compounds 4-3 and 4-4 were synthesized by a similar procedure to 4-2. 
N-(2-Isopropoxy-4-(4-methylpiperazine-1-carbonyl)phenyl)-2-(3-(pyridin-2-lcarbamoyl) 
phenyl)thiazol-4-carboxamide (4-3) 
The yield was 57%. Light yellow solid. 1H-NMR (DMSO-D6) δ: 11.13 (1H, s), 10.21 (1H, 
s), 8.66 (1H, s), 8.61 (1H, s), 8.47 (1H, d, J = 8.1 Hz), 8.42 (1H, d, J = 3.8 Hz), 8.25-8.23 
(2H, m), 8.16 (1H, d, J = 8.1 Hz), 7.89-7.87 (1H, m), 7.72 (1H, dd, J = 7.7, 7.7 Hz), 7.21-
7.19 (1H, m), 7.14 (1H, s), 7.04 (1H, d, J = 8.1 Hz), 4.80-4.74 (1H, m), 3.51 (4H, br s), 2.33 
(4H, br s), 2.20 (3H, s), 1.36 (6H, d, J = 6.4 Hz). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 168.5 
166.9, 165.4, 157.8, 152.1, 149.7, 147.9, 145.7, 143.3, 138.1, 135.5, 132.0, 131.4, 130.4, 
129.5, 129.3, 129.1, 126.1, 125.9, 119.9, 119.7, 118.0, 114.6, 112.4, 71.6, 54.4, 45.6, 21.7. 
HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C31H33N6O4S 585.2284; Found 585.2284. 
 
N-(2-Isopropoxy-4-(4-methylpiperazine-1-carbonyl)phenyl)-2-(3-(pyridin-3-ylcarbamoyl) 
phenyl) thiazole-4-carboxamide (4-4) 
  The yield was 81%. Light brown solid. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ: 10.73 (1H, s), 
10.20 (1H, s), 8.97 (1H, s), 8.63 (2H, s), 8.47 (1H, d, J = 8.1 Hz), 8.35 (1H, d, J = 3.8 Hz), 
8.26-8.22 (2H, m), 8.12 (1H, d, J = 8.1 Hz), 7.77 (1H, dd, J = 7.7, 7.7 Hz), 7.44 (1H, dd, J 
= 8.3, 4.6 Hz), 7.13 (1H, s), 7.03 (1H, d, J = 8.1 Hz), 4.78-4.76 (1H, m), 3.51 (4H, br s), 
2.33 (4H, br s), 2.20 (3H, s), 1.34 (6H, d, J = 5.9 Hz). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-D6) δ: 
168.5, 166.8, 165.3, 157.8, 149.8, 145.6, 144.7, 141.9, 135.8, 135.7, 132.2, 131.4, 130.1, 
129.8, 129.5, 129.1, 127.8, 126.2, 125.2, 123.5, 119.7, 118.0, 112.4, 71.5, 54.4, 45.6, 21.7. 
HRMS (ESI-TOF) m/z : [M+H]+ Calcd for C31H33N6O4S 585.2284; Found 585.2295. 
 
Crystallization, Data Collection and Structure Determination 
 
The purified TAK1-TAB1 fusion protein samples were concentrated to 3 mg/mL with 
about 0.2 mM of each compound (2-2, 4-1, and 4-2), and crystallization was carried out 
by the hanging-drop vapor diffusion method at 20-21°C. The reservoir solution consisted 
of 1.7-1.9 M sodium potassium phosphate (pH 7.5-7.7). Crystals appeared and grew to 
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full size within 4-6 days. These crystals were soaked in a solution of 1.7-1.9 M sodium 
potassium phosphate (pH 7.5-7.7) containing 20% glycerol as a cryoprotectant. X-ray 
diffraction data from crystals of the complex formed from TAK1-TAB1 with compounds 
2-2, 4-1, and 4-2 were collected at cryogenic temperatures by the synchrotron radiation 
sources and detectors shown in Table 4-1. 
The diffraction datasets were indexed, integrated, and scaled using XDS7 and Aimless8 
for the complex of TAK1-TAB1 with compound 2-2, and using XDS and Scala9 for the 
complex of TAK1-TAB1 with compounds 4-1 and 4-2. 
The structure was determined by molecular replacement with the program MolRep10 
using the published TAK1-TAB1 crystal structure (PDB code 2EVA),11 as a search model. 
Models were built with the program Coot12 and refined with the program Refmac513. The 
X-ray data collection and refinement statistics are shown in Table 4-1. Refined X-ray 
coordinates and structure factors of TAK1-TAB1 in complex with compounds 2-2, 4-1, 



















Table 4-1. X-ray data collection and refinement statistics a 
Ligand 2-2 4-1 4-2 
PDB entry 5GJD 5GJF 5GJG 
Data collection    
Beam line 
X10SA 
at Swiss Light Source 
BL17A 
at Photon Factory 
BL5A 
at Photon Factory  
Detector MarResearch MX-225 ADSC Quantum 270 ADSC Quantum 315r 
Space group I 222 I 222 I 222 
Unit Cell    
a,b,c (Å) 57.96, 132.37, 142.68 58.07, 132.96, 141.46 58.03, 133.22, 146.75 
α,β,γ (°) 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 
Resolution (Å) 53.70-2.79 (2.84-2.79) 48.44-2.89 (2.97-2.89) 41.93-2.61 (2.68-2.61) 
Total reflections 74,260 90,311 126,645 
Unique reflections 14,035 12,633 17,613 
Completeness (%) 99.6 (100) 99.8 (99.7) 99.2 (96.3) 
Rmerge b  0.109 (1.173) 0.142 (1.222) 0.094 (0.873) 
Refinement    
Resolution (Å) 53.70-2.79  48.44-2.89 41.93-2.61 
Reflections 13,351 12,018 16,721 
R factor c / Rfree d (%) 19.84 (24.51) 19.77 (23.36) 18.06 (22.10) 
rms deviation from ideal    
Bond lengths (Å) 0.007 0.007 0.018 
Bond angles (°) 1.216 1.178 1.950 
a; Values in parentheses are for the highest-resolution shell 
b; Rmerge = ∑hkl∑j|Ij (hkl) − 〈I (hkl)〉|/∑hkl∑j|Ij (hkl)|, where Ij (hkl) and 〈I (hkl)〉 are the intensity of measurement j and the mean intensity for the 
reflection with indices hkl, respectively. 
c; R factor = ∑hkl||Fobs(hkl)| − |Fcalc(hkl)||/∑hkl|Fobs(hkl)|, where Fobs and Fcalc are the observed and calculated structure factor amplitudes, respectively. 
d; Rfree is calculated with 5% of the reflection randomly set aside. 
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1HNMR spectrum of compoud 4-1~7 
N-(2-Isopropoxy-4-(4-methylpiperazine-1-carbonyl)phenyl)-2-(3-(3-henylureido)phenyl) 
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第 5 章. 結論 
 本論文は「異なる阻害様式の kinase 阻害剤を同時展開する創薬手法の開発を指向した
TAK1 阻害剤の創製」と題し、TAK1 を例にとり、１つの標的に対して、Type I、Type II、
Type III および c-helix-out といった阻害形式の異なる阻害剤を取得する手法の開発を行っ
た結果について述べたものである。 
第 1 章は序論であり、本論文の意義について背景情報を説明するものである。 
分子標的薬の target の一つとして kinase がある。現在、518 種類の kinase が存在する
と言われており、それぞれが、細胞内のシグナル伝達の重要な役割を担っていると考えられ
ている。何らかの原因で kinase によるシグナル伝達に混乱が生じると生体内の制御に異常
をきたす。そのため kinase は様々な病気に関与していると考えられている。 
 一般に kinase 阻害剤はその阻害様式によって以下の 3 つの class に分類される。①Type 
I 阻害剤：活性型 kinase の ATP 結合部位に結合し、ATP と競合する化合物②Type II 阻害
剤：不活性型 kinase の ATP 結合部位および activation loop と呼ばれる構造変化を起こす
部位（DFG-out conformation）と相互作用する化合物③Type III 阻害剤：ATP 結合部位か
ら離れた場所に結合する allosteric 型の阻害剤である。 
Kinase 阻害剤を開発する上で最も重要な点は標的に対する選択性の獲得である。Type I
阻害剤は活性型 kinase に結合する、すなわち ATP binding site で hinge region と水素結
合している。この ATP binding site にあるアミノ酸は多くの kinase で保存されているアミ
ノ酸であり、一般的に Type I 阻害剤で kinase 選択性を獲得することは難しいと考えられ
ている。一方で、Type II 阻害剤は DFG-out の conformation をとり、それにより新たに生
じる疎水性の pocket に存在するアミノ酸は保存性が低いため、この領域に上手くフィット
する阻害剤は高い選択性を獲得できると考えられている。また、Type III 阻害剤は allosteric
な部位に結合するために標的の kinase に特有の binding site を利用できることから高い選
択性が期待できる。また近年、Type I と Type II 阻害剤の間にあるような阻害形式が報告さ
れている。DFG-in conformation で ATP binding site に結合し、kinase の c-helix の部分
を動かし結合する type である。これらの阻害形式のものは c-helix-out conformation（α
C-helix-out conformation）と呼ばれている。その構造の優位性はまだ議論中であるが、FDA
に承認された c-helix-out conformation で結合する阻害剤はいずれも選択性が高いもので
ある。一方で、これまで開発されてきた多くの kinase 阻害剤は Type I 阻害剤である。それ
は、Type I 阻害剤は active な kinase に対する阻害剤であるので hit の取得が容易であるの
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に対し、それ以外の Type の阻害剤は hit 化合物を取得することが難しいことが挙げられる。 
TAK1（Transforming growth factor-β activated kinase 1）は炎症、免疫のシグナルにおいて重
要な役割を果たしている Ser/Thr kinase であり、TNF-α, IL-1, LPS などのサイトカインの
regulator となると考えられている。そのため、TAK1 は免疫疾患やガンの領域において魅力
的な target であると考えられる。そのため、TAK1 を例にとり、１つの標的に対して、上述
しているような阻害形式の異なる阻害剤をそれぞれ取得する手法の開発を行うこととした。 
第 2 章においては、「kinase に対する Type I、Type II、Type III 阻害剤の hit 化合物を
取得するための library の構築」に関して TAK1 を例にとり検討した結果について述べてい
る。前述の通り、標的に対する選択性を獲得できる可能性は Type III>Type II>Type I 阻害
剤の順とされている。一方で、hit 取得の容易さはその逆であり、Type I>TypeII>TypeIII
阻害剤の順である。そこで Type I hit の取得に関しては chemogenomics の手法を用いた
focused library を用いることで、選択性の高い Type I hit 化合物を取得することを指向し
た。その結果、高い選択性を有する Type I hit 化合物 2-1 を取得することに成功した。ま
た、Type II hit 化合物の取得に関しては、Type I 化合物と比較して hit 取得が困難と想定
されるため、DFG-out conformation を誘起することが既に知られていた aryl-urea、aryl-
amide 骨格を有する代表的な Type II 阻害剤を screening することとした。研究開始当時は
TAK1 の Type II 阻害剤の報告は無く、TAK1 が DFG-out conformation をとりうる kinase
であるか不明であったため、TAK1 に DFG-out conformation が存在するかどうかの確認を
最初に行った。その結果 TAK1 と Type II 阻害剤 2-2 の共結晶の X-ray 結晶構造を取得す
ることができ、TAK1 が DFG-out conformation をとりうることが確認できた。Type III hit
化合物の取得に関しては fragment-based screening を用い allosteric な binder を取得する
こととした。得られた化合物に対し、最終的にスピンラベル化された adenosine を用いた
1HNMR 解析を行うことで Type III hit 化合物 2-3 の同定に成功した。結果として、TAK1
に対し Type I、Type II、Type III すべての場合において hit 化合物を取得することができ




第 3 章、「高活性、高選択的な TAK1 Type I 阻害剤の開発」においては、第 2 章で述べた
hit 化合物から SBDD を用いた論理的な化合物設計を行うことで、Type I 阻害剤でありな
がら、高活性、高選択的な TAK1 阻害剤を見出した手法について述べている。 
 
まず、Hit 化合物 2-1 の溶解性改善を行った後、その代謝物同定を行うことで高活性な化
合物を得ることに成功した。X-ray 構造解析により代謝により生じたカルボニル基が結晶水
を介して TAK1 と相互作用し、阻害活性を示すために重要な役割を果たしていることが分
かった。次に、hydrophobic な置換基の最適化により、最も TAK1 阻害活性の高い 3-3c 
(IC50=2.3 nM)を見出すことに成功したが、その kinase 選択性は十分なものではなかった。
kinase 選択性改善のために、X-ray 構造情報を基に 2 つの戦略を立案し、実行した。1 つ目
は TAK1 に特異的なアミノ酸の組み合わせである Ser111 と Asn114 を利用すること。2 つ
目は多くの kinase で保存されている Tyr106 との相互作用を減弱させることである。その
ような意図で設計した 3-4 は予想通り、高い TAK1 阻害活性(IC50=11 nM)と kinase 選択性
を有しており、442 kinase に対して 1.0 μM で TAK1 以外に阻害を示したものは 3 つの
kinase のみであった。また TAK1 との複合体の X-ray 結晶構造情報から、デザインの妥当
性を確認することが出来た。以上のように、Hit 化合物から SBDD を用い、TAK1 特異的
なアミノ酸を論理的に上手く利用することによって Type I 阻害剤でありながらも、高選択
的な化合物を見出すことに成功した。この手法は他の Type I kinase 阻害剤の開発にも適応
できるものと考えられる。 
第 4 章、「Type I 阻害剤から Type II および c-helix-out 阻害剤への変換手法の開発」におい
ては、TAK1 において第 3 章で述べた活性の高い Type I 阻害剤を用いて、新たな Type II




Type I 阻害剤は Hit を取得するのは容易であるが、kinase 選択性を獲得することは難し
い。一方 Type II あるいは c-helix-out 阻害剤は Hit を取得するのは難しいが、選択性を取
得するのは比較的容易だと考えられているため、Type I 化合物を取得した後、SBDD を用
い Type II あるいは c-helix-out 阻害剤へと変換するという手法を開発した。具体的には、
Type I 化合物から Type II 化合物への変換に関しては第 3 章で述べた 3-3c を scaffold と
し、第 2 章で述べた multi kinase inhibitor である Type II 阻害剤を X-ray 結晶構造情報か
ら重ね合わせ、新たな Type II 阻害剤 4-1 を design した。一方、c-helix-out 阻害剤への変
換に関しては、同様に第 3 章で得られた Type I 阻害剤を scaffold とし、b-Raf の c-helix-
out 阻害剤である PLX4032 と X-ray 結晶構造情報から重ね合わせることで c-helix-out 阻
害剤 4-2~4へと誘導した。b-Rafの c-helix-out阻害剤を用いた理由としては、b-RafとTAK1
は Sugen の kinase tree において非常に近い位置に位置しているため、これらの kinase は
似た性質を有していると考えたからである。実際にそれぞれの Type に関して design した
化合物と TAK1 との共結晶を取得することができ、X-ray 構造解析を行った結果、いずれも
望む阻害形式で TAK1 と結合していることが分かった。特に、TAK1 の c-helix-out 
conformation に関してはこれまで報告例が無く、世界で初めての報告である。以上述べて
きた手法は、ひとたび Type I 阻害剤を得ることができれば、異なる type の阻害剤の評価を
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